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Uber die p,-Empfindlichkeit der Girung einer Oberhefe. 
Von 
H. y. Euler und S. Heintze. 


Mit 3 Figuren im Text. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1919.) 


Uber die Abhiingigkeit der Hefegiirung von der Aciditit 
der Zuckerlésungen sind schon sehr zahlreiche Untersuchungen 
angestellt worden, wie aus Haigglunds bekannter Mono- 
graphie') ersichtlich ist, auf welche wir beziiglich der alteren 
Literatur verweisen. Wie aber die Durchsicht der friiheren 
Literatur zeigt, sind die Versuchsbedingungen oft unvollstindig 
angegeben oder wesentliche Faktoren sind nicht beriicksichtigt 
worden, vor allem aber ist bei der iiberwiegenden Mehrzahl 
der Beobachtungen die Aciditét nicht einwandfrei bestimmt 
worden, vielmehr hat man die Siuremengen gemessen, welche 
zur Herstellung der Lésungen verwendet worden sind, ohne 
zu beriicksichtigen, dafj diese Siuren zum Teil, oft sogar zum 
gréBten Teil, durch andere in der Lésung vorhandenen Stoffe 
neutralisiert worden sind. 

Da die Kenntnis der p,-Empfindlichkeit der Hefegarung 
fiir die Beurteilung sowohl giirungschemischer Tatsachen als 
vieler Anpassungserscheinungen notwendig ist, haben wir es 
unternommen, die Acidititsempfindlichkeit einer Oberhefe end- 
giiltig festzustellen und einer erneuten Diskussion zu unter- 
werfen. 

Die vorliegende Arbeit bildet den Ausgangspunkt fiir 
Untersuchungen iiber die Anpassung von Mikroorganismen an 
verschiedene Aciditatsgrade’*). 


1) Hagglund, Hefe und Girung in ihrer Abhingigkeit von Wasser- 
stoff und Hydroxylionen. Sammlung Abrens, Stuttgart 1914. ° 
2) Siehe hierzu die Untersuchung von Euler und Emberg (Zeitschr. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIIL. 13 
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Wie gleich vorausgeschickt werden soll, muf} die experi- 
mentelle Lésung unserer Aufgabe in der Festlegung einer 
Kurve bestehen, deren Koordinaten einerseits durch die p,- 
Werte bzw. die H’-Konzentrationen, anderseits durch die Giir- 
fahigkeit bzw. die Anzahl der per Zeiteinheit entwickelten 
Kubikzentimeter CO, gebildet werden. 

In zweiter Linie wird dann die gefundene Beziehung an 
bereits bekannte enzymatische Tatsachen anzuschliefen sein. 


Versuchsanordnung. 


Die Girung wurde in der iiberwiegenden Mehrzahl der 
Falle volumetrisch verfolgt, indem die in Erlenmeyer- 
kélbchen entwickelte Kohlensiure durch Kapillarréhren in 
feingradierte Gasbiiretien iibergeleitet und daselbst iiber Queck- 
silber bei Atmosphirendruck gemessen wurde. 

Die Girungskélbchen befanden sich in einem oder meh- 
reren Thermostaten bei der konstanten Temperatur von 28°. 
Vor jeder Ablesung wurde die Ubersittigung der giirenden 
Lésung an Kohlensiéure durch Schiitteln derselben bei Unter- 
druck aufgehoben. 

Das Volumen der giirenden Lisung betrug bei allen Ver- 
suchen 150 ccm, die Hefenmenge 2 g, deren Trockengehalt 
— im Durchschnitt 30°/, — fiir jeden Versuch besonders be- 
stimmt wurde. Die Hefenemulsion wurde so hergestellt, dafi 
40 cem einer ca. 8°/,igen Natriumphosphatlésung mit 6 g Rohr- 
zucker bzw. Glukose und eventuell mit 50 ccm Hefenextrakt 
— enthaltend 0,34 °/, N — versetzt, und hierauf durch Zu- 
satz von Salzsaiurelésung annihernd auf die untersuchte Aci- 
ditat gebracht wurden. Nachdem die Liésung auf 150 ccm 
verdiinnt war, wurden in derselben 2 g der Oberhefe zu einer 
homogenen Emulsion aufgeschlemmt. In dieser Aufschlemmung 
wurde nun elektrometrisch p, kontrolliert und ndtigenfalls 
durch kleine Zusiitze auf den gewiinschten Wert eingestellt. 

Die elektrometrischen Bestimmungen geschahen im wesent- 
lichen nach der von Sérensen und von Michaelis beschrie- 


$$ 


"Biol. Bd. 69, S. 349 [1919]), welche durch den Tod des einen Verfassers, 
Dr. F. Emberg, unterbrochen wurde, 
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benen Methodik’). Da zwischen p, = 5 und p, = 7 die elek- 
trometrischen Messungen an kohlensiurehaltigen Lésungen nicht 
ganz korrekte Werte liefern, wenn durch einen zu starken 


Wasserstoffstrom erheblichere Mengen CO, aus der Lésung 


entfernt werden, so wurden die Resultate durch kolorimetrische 
Messungen nach Sérensens Angaben kontrolliert bzw. ersetzt. 
In einzelnen Fallen wurden auch einige der von W. M. Clark 
und Lubs?) vorgeschlagenen Indikatoren angewandt. 

Die Zellenzihlung wurde in einer Rechenkammer (Hima- 
cytometer Biirker) unter dem Mikroskop vorgenommen; die 
im folgenden angegebenen Zellenzahlen beziehen sich auf die 
Anzahl Zellen in 36 Quadraten entsprechend einem Gesamt- 
volumen von 0,009 mm*. Jede mitgeteilte Zahl ist das Mittel 
aus wenigstens 6 Bestimmungen. 

Unsere ganze Untersuchung bezieht sich auf die Oberhefe 
S B II aus Stockholms Sédra Jastfabrik. 

Als Zucker haben wir in der Mehrzahl der Versuche Rohr- 
zucker verwendet, bei einigen Versuchen (bei py = 2,5 bis 1,0) 
Glukose; wie wir uns tiberzeugt haben, ist auch bei den 
starken Acidititen die Inversionsgeschwindigkeit so grolj, daf 
bei Anwendung von Rohrzucker keine wesentlich andern Be- 
ziehungen gefunden werden, als bei Anwendung von Glukose. 
Die Giirungstemperatur war stets 28°. 


Versuche. 
Versuch la. py = 5. 























Mit Hefenwasser Ohne Hefenwasser 
Stunden — 7 = 3 ened < 
ccm CO, (ccm CO, red.) Zellenzahl | ccm CO, | Zellenzahl 
| | 
| | | 
0 — _ 176 — | 180 
1 130 126 | 207 55 183 
2 379 | 320 | (287) 120 186 
3 721 515 | (280) 205 | 191 
4 1170 714 | 326 281 | 196 


) Sérensen, Ergeb. d. Physiol. Bd. 12, S. 393 (1912). Siehe auch 
Hasselbalch, Bioch. Zeitschr. Bd. 49, 451; 1913. — Michaelis, Die 
Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, 

*) Clark und Lubs, Journ. of Bact. Bd. 2, 8.1 u. 109 (1917). 
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In uhnlicher Weise wurden bei allen weiteren Bestim- 
mungen die Volumina der entwickelten Kohlensiure auf die 
gleiche Zellenzahl, und zwar 200, reduziert. Wir geben im 
folgenden fiir unsere erste Versuchsreihe die Mittelwerte der 
in dieser Weise reduzierten Beobachtungszahlen an. 


Versuch 1b. py = 2,5. 

















Stunden Mit Hefenwasser | Ohne Hefenwasser 
1 84 58 
2 205 113 
3 332 169 
4 465 227 
Zuwachs der Zellen- 
zahl in 4 Stunden 0—5 %, 0 °/o 


Versuch le. py = 1,5. 

















Stunden Mit Hefenwasser | Ohne Hefenwasser 
1 40 34 
2 61 55 
3 80 76 
4 96 94 
Zuwachs der Zellen- 
zahl in 4 Stunden 5%, O*, 


Versuch 1d. py = 1. 

















Stunden Mit Hefenwasser | Ohne Hefenwasser 
1 13 12 
2 17 16 
3 21 20 
4 24 23 
Zuwachs der Zellen- 
zahl in 4 Stunden He o*%, 


Unsere Messungen der Kohlensaéureentwicklung, welche 
wir bis in die Nihe des Neutralpunktes fortgesetzt haben, 
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wurden durch einige Versuche, an welchen sich Herr Dr. 


im- f = ' 

die [| Svanberg beteiligt hat, bis tiber den neutralen Punkt hinaus 
i. oe + cerweitert, indem wir bei dieser Serie die Menge des durch 
ley | Girung verbrauchten Zuckers nach Bertrand bestimmten. 


Es wurden im 300 ccm-Erlenmeyerkolben gemischt: 


40 ccm 8°/,ige Na-Phosphatlésung, py = 5,3 
50 com Hefenwasser (40 g auf 1 Liter) 
6 g Glukose. 
Die gewiinschten py-Werte wurden durch Zusatz von 2-n. NaOH 
eingestellt, 
3 g frische Hefe in 150 ccm Lésung aufgeschlemmt. 
5 Stunden Girung bei 28,5° im Wasserthermostaten. 


A B C D 
Ohne Zusatz vonAlkali Zusatzvon 2,5cem 5,0ccm 5,6ccm 2-n.NaOH 





py vor der Girung: py vor der 
5,3 Girung: 6,2 i 8,3 








Wahrend der 
Girung Zu- 
satz von 1,8ccm 4,lecm_ 6,2ccin 2-n.NaOH 
py nachd.Girung: py nach der 
4,74 Girung: 618 7,02 820 
g vergorener Zucker: A B C D 
q nach 3 Stunden 2,0 23 2,0 1,5 
: nach 5 Stunden 3,0 3,1 3,1 2.2 
pH: 5 6,2 7,1 8,25 
Rel. Gdrungsgeschwindigkeit : 
nach 3 Stunden 100 105 100 75 
nach 5 Stunden 100 103 103 73,9 a 
: Mit den angegebenen Versuchen stehen friihere Ergebnisse, | 
welche Fri. N. Florell im Herbst 1918 mit der gleichen et 


Hefe erhalten hat, in guter Ubereinstimmung. Wir verzichten 
darauf, die Zahlen ausfiihrlich anzugeben, und nehmen die Er- 
gebnisse nur in folgende graphische Zusammenstellung unserer 
Versuche 2—8 auf (Fig. 1 u. 2). 

Hinsichtlich des Versuchs la bzw. der Kurve 5,0 der 
Fig. 1 ist zu bemerken, dafi dieser Versuch insofern von den 
iibrigen abweicht, als bei demselben eine erhebliche Vermeh- : 
rung der Hefe stattfand, nimlich, wie in Tab. 1 angegeben, it 
im Verhaltnis 176 zu 826. Reduzieren wir den Verlauf der i 
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Kohlensaureentwicklung auf gleiche Zellenzahl, so erhalten wir 
die in der Fig. 1 punktierte Linie. Diese ist also mit den 
iibrigen Kurven vergleichbar. Eine Betrachtung der simtlichen 
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Kurven zeigt nun, dafi der Verlauf der CO,-Entwicklung sich 
nach etwa Istiindiger Girung ziemlich angeniihert durch 
gerade Linien darstellen laft. 
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Die Geschwindigkeiten kénnen somit, wenn wir von der 
ersten Stunde der Garung absehen, recht angenahert durch 


den Quotienten 
ecm CO, 


‘Stunden 
angegeben werden. Dies ist in der folgenden Figur geschehen, 
in welcher wir die Gérungsgeschwindigkeit als Funktion der 
Aciditit darstellen. 
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Fig. 3. 


Aus der Fig. 3 geht hervor, dafi die Einwirkung der 
Aciditit auf den Girungsverlauf sehr stark von Bestandteilen 
des Hefenextraktes und von der Stickstoffnahrung beeinflubt 
wird. Wie nochmals betont werden soll, beziehen sich simt- 
liche Punkte der beiden Kurven der Fig. 3 auf die gleiche 
Zellenzahl. Man kann also die gefundene Beziehung so auf- 
fassen, daB die Garungsspaltung durch die stickstoffhaltigen 
Substanzen des Hefenwassers beschleunigt wird, und dafi die 
so beschleunigte Girung ein py-Optimum bei ungefahr py = 5 
besitzt. Von den Bestandteilen des Hefenextraktes sind hier 
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teils die niederen Eiweifjabbayprodukte, teils Aktivatoren von 
der Art des Hardenschen Co-Enzyms wirksam'), 

Es wurde durch besondere Versuche konstatiert, da die 
Kinwirkung der durch Salzsiure und Phosphorsiure hervor- 
gebrachten Aciditit bis pp = 2,5 wiahrend 24 Stunden reversibe! 
ist, d.h. dai die Girkraft der Hefe durch ein 24 stiindiges 
Verweilen in einer Lisung von der oben genannten Zusammen- 
setzung und der Aciditat 2,5 nicht geindert wird. Diesbeziig- 
liche Versuche sind von Dr. Emberg an Unterhefe und von 
Frl. N. Florell an Oberhefe ausgefiihrt worden, in erster 
Linie, um die Anpassungsfihigkeit der Hefe an héhere Aciditiiten 
zu studieren. Wir fiihren einen diesbeziiglichen Versuch von 
N. Florell an unserer Oberhefe S B II (Herbst 1918) an. 

Die Oberhefe S B II wurde in 4°/,iger Invertzuckerlésung, 
welche 2 °/, Natriumphosphat enthielt und auf verschiedene 
Acidititen gebracht war, aufgeschlemmt und wihrend 24 Stunden 
bei 28° gehalten. Dabei kam 1 g Hefe auf 100 ccm Lésung. 
Die verschiedenen p,-Werte waren 2,5, 2,9 und 4,9. Nach 
24 Stunden wurde die Hefe aus den verschiedenen Kolben von 
der Mutterlauge durch Zentrifugieren befreit, und von jeder 
Probe wurden 0,5 g abgewogen und in eine Lésung gebracht, 
welche 4 g Invertzucker und 2°/, Natriumphosphat enthielt 
und auf die Aciditaét pg = 5,2 gebracht war. Die Garung ge- 
schah nun bei der iibereinstimmenden Aciditit pq = 5,2. Diese 
mehrmals wiederholten Versuche zeigten, dafi die Hefe un- 
abhingig, ob sie zuvor bei der Aciditét 2,5 oder 5,0 gegoren 
hatte, nun vollkommen gleiche Garungsgeschwindigkeit besab. 

Die freie Siure hatte somit keine dauernde Schidigung des 
Zymasekomplexes des lebenden Protoplasmas hervorgerufen, 
sondern nur die Gaérung vermutlich durch Salzbildung gehemmt. 

Wir fiihren einen Versuch an (Garung bei py = 5,2): 


Versuch 9. 
Vorbehandlung bei py . . 2,0 2,9 5,2 
ccm CO, nach 2,5 Stunden 28 33 35 
«+ — = ‘ 62 67 69 


1) Siehe hierzu die Mitteilung von Euler, Aktivierung der lebenden 
Hefe durch Hefenextrakt, Zeitschr. f. techn, Biologie Bd. 7 (1919). 
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Versuch 10. 


Zur Ergianzung unserer mit Hefenwasser angestellten Ver- 
suche haben wir auch die Aciditétsempfindlichkeit bei Gegen- 
wart einer einzigen stickstoffhaltigen Substanz, nimlich Aspa- 
ragin, feststellen wollen. Die Stickstoffnahrung und damit die 
Girungsbedingungen sind damit genauer definiert als bei Zu- 
gatz von Hefenwasser, iiber dessen wirksame Bestandteile wir 
nicht ausreichende Kenntnisse besitzen. 

Die Versuchsbedingungen sind dieselben wie bei den Ver- 
suchen mit Hefenwasser, nur wurden statt 50 cem Hefenwasser 
nun 50 ccm einer 1,45 °/,igen Asparaginlésung angewandt, 
welche nahezu den gleichen N-Gehalt besitzt, wie unser Hefen- 
wasser (0,35 °/,). 

Es wurden wiederum 2 g Hefe (Trockengewicht 27,8 °/,) 
in 150 ccm Lésung aufgeschlemmt. 

Die Versuche wurden angestellt mit py = 4,9 und 3,2, 
und zwar sowohl mit dem Asparaginzusatz als — um die 
Vergleichbarkeit dieser Versuche mit den friiheren zu garan- 
tieren — ohne Stickstoffsubstanz. Dabei ergaben die Garungen 
ohne N-Zusatz die gleichen Werte wie bei den friiheren Ver- 
suchen (siehe Fig. 2), so daf} von ihrer Wiedergabe abgesehen 
werden kann. 

Mit Asparagin — die 150 ccm Lésungen enthielten also 
0,48°/, Asparagin, 4°/, Rohrzucker und ca. 2 °/, Na-Phosphat — 
wurden folgende Girungsgeschwindigkeiten gefunden: 














= 4,9 az 33 
Stunden |——— _ ” = 
ccm CO, Zellenzahl ccm CO, Zellenzahl 
1 98 153 84 181 
2 225 — 201 _— 
3 366 _ 308 _ 
4 498 200 436 190 


In der gleichen Weise wie friiher erhalten wir fiir die 
Geschwindigkeit, ausgedriickt durch ccm CO, per Stunde fiir: 








PA = 4,9 


133 








PH = 3,2 
118 
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Wir haben diese Werte in der Fig. 3 zum Vergleich ein- 
getragen. 

Durch besondere Versuche wurde ermittelt, ob das Ver- 
haltnis zwischen der Menge verbrauchten Substrates und auf- 
tretender Reaktionsprodukte von der Aciditaét beeinflu&t wird. 
Wir werden auf diese Verhiltnisse spiter niher zuriickkommen, 
Was aber schon hier betont werden soll, ist der Umstand, 
daf} das Verhiltnis von verbrauchtem Zucker und auftretender 
Kohlensiure wihrend der Girung wesentlich anders ist, wenn 
die Hefe in Gegenwart von Stickstoffnahrung girt, als wenn 
keine Stickstoffnahrung vorhanden ist. Es wurde nimlich im 
Mittel von 6 Versuchen nach 4stiindiger Girung bei py = 5,0 
gefunden: 


g CO, entw. < 100 Mit Stickstoffnahrung Ohne Stickstoffnahrung 
g Zucker verbr. 43,5 32,4 


Dabei ist der Zucker durch Reduktion, die Kohlensaure 
volumetrisch bestimmt. 

Hierbei sei ausdriicklich darauf aufmerksam gemacht, daf 
es sich also hier nicht um die Endvergirung handelt, sondern 
um einen gewissen Zeitpunkt waéhrend der Girung. In diesem 
Zeitpunkt ist die Girung mit Stickstoffnahrung weiter fort- 
geschritten als die reine Zuckergirung. 

Kin weiterer Versuch mag hierzu angefiihrt werden, bei 
welchem einerseits die optische Drehung, anderseits das Volumen 
der entwickelten Kohlensiure ermittelt wurde. 


Versuch 11. 


2 g Hefe (Trockengewicht 27,3 °/,), 150 ccm 4°/,ige Glukoselésung 
bei Gegenwart von 2°/, Phosphat. py = 2,7. 





Entspr. Drehung im Entspr. 


Stunden | Entwick. CO, g verg. Zucker | 5 cm-Rohr | g verg. Zucker 








0 isin | 0,92° - 
1 38 | 0,14 0,89° 0,20 
2 90 | 0,23 0,87° 0,33 


S&S 
ve) 
—) 


3 131 0,48 0,789 
4 20 | 0,78 074° | 1,18 
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Die dabei auftretende Differenz zwischen verschwundenem 
Zucker und entwickelter Kohlensiiure betrigt rund 7,5 °/, der 
totalen anwesenden Zuckermenge und entspricht der Gréfen- 
ordnung nach den von Kuler und Johansson’) gefundenen 
analogen Differenzen. 


Wenn im vorhergehenden von Aciditat gesprochen wurde, 
und dieselbe durch die Angabe der Konzentration von Wasserstoff- 
ionen ausgedriickt worden ist, so galt hierbei die Voraus- 
setzung, daf} die Anionen und der nicht dissoziierte Teil der — 
anwesenden Siure hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Garung 
vernachlassigt werden kénnen. Dies trifft bei Anwendung von 
Chlorwasserstoffsiiure und — bei geringeren Aciditaéten — auch 
bei Schwefelsiiure und Phosphorsiure zu. Bei schwachen 
organischen Siéuren macht sich jedoch der nicht dissoziierte 
Teil mehr oder weniger stark geltend. Dies gilt in erster 
Linie von den aliphatischen, einbasischen Fettsaéuren. Insbe- 
sondere wenn Alkalisalze der betreffenden Séuren als Puffer 
zugesetzt werden, miissen so grofie Konzentrationen der Siuren 
zur Anwendung kommen, um einigermafen betrichtliche Aci- 
ditiiten zu erreichen, dai es nicht auffallen kann, wenn sich 
bei diesen Konzentrationen Giftwirkungen des nicht dissoziierten 
Anteils geltend machen. Als Beispiel fiir die Giftwirkung 
aliphatischer Fettsiuren geben wir folgende Versuche an: 


Versuch 12a. Essigsiure. 


2g Hefe (26,4 °/, Trockengehalt’ in 150 ccm Lésung. 


Lisung A Lésung B 
5 (O/ - 5 0/ Jae 
09 i/o - aren 150 ccm oF + 7 met 150 cem 
0,07 °/, Eisessig — 50 3,9 °/, Hisessig — 39 
4 °, Rohrzucker ) PH 4 °, Rohrzucker Pa = 
Lisung C 


2 °/, Na-Phosphat 


4 °/, Rohrzucker } 150 com py = 4,9 


*) Euler und Johansson, Diese Zeitschr. Bd. 76, S, 347 (1912). 
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Stunden . ie 
A | B | C 
1 so | 5 65 
2 17 si 134 : 
3 7% | 8 223 
4 400 = -10 320 
8 — | 14 — 





Kine Bestimmung der Zellenzahl bei den Versuchen A und 
B ergab nach der Verdiinnung 5: 50, fiir 9/1000 mm®*. 


A B 
Vor der Giirung . . . 115 123 
Nach , , be al 120 150 


Bei der Aciditét p, = 5 wurde also mit Eisessig und 
Natriumacetat eine etwas raschere Vergiirung erhalten als mit 
saurem Phosphat. 


Versuch 12b. Essigsiiure. 
Wir haben es erforderlich gehalten, dieses Ergebnis nachi- 
zupriifen. Die Zusammensetzung der Lésungen war hier die 
gleiche wie in Versuch 12a. 











ccm CQ, 
Stunden j|———_-- seca 
A Po = 4,9 C: PH = 4,9 
1 52 | 56 
2 150 130 
3 262 212 
4 377 300 





Die Rechnung der Zellenzahl ergab: 





A C 
Vor Ger Girung .. . 131 140 
Nach , ‘ » ine 134 139 


Das Ergebnis war also in jeder Hinsicht das gleiche wie 
oben. 
Versuch 12c. Essigsaure. 
Werden griBere Mengen Acetat als Puffer angewandt, so | 
werden zur Erreichung einer gewissen Aciditiét auch gréfere 


me 
3 














Saitnt ney 


Konzentrationen an Essigsiure 
stark gehemmt wird; dies geht aus folgenden Zahlen hervor. 


Lisung A 


: 150 ccm 
2,0 9/9 Essigsiiure 
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notwendig, wodurch die Girung 


Lésung B 


22,0 °/, Essigsdure sieualian*? 


4 


°/, Rohrzucker 


4,2 °/, Na-Acetat 


Pu = 4,9 


4 


°/, Rohrzucker 


4,2 °/, Na-Acetat ! 


PH = 3,2 


2 g Hefe (Trockengewicht 27,5 °/,) in 150 ccm. 














ccm CQ, 
CO Ee a 
A | B 
1 7 | 7 
z 15 9 
4 24 13 
22 84 22 





Kin Zuwachs der Zellenzahl fand, wie nach dem Ergebnis 
des Girungsversuchs zu erwarten war, und auch _ besonders 
festgestellt wurde, nicht statt. 


Versuch 13. Oxalsiiure. 


Oxalsiiure ist in der Literatur vielfach als besonders wirk- 
sames Hefengift angegeben worden; dies war der Anlaf, ein 
paar orientierende Versuche mit dieser Siure anzustellen. 

Versuchsbedingungen wie bei Versuch 12c¢, jedoch mit dem 
Unterschied, daf} weder Phosphat noch ein sonstiger Puffer 
zugesetzt wurde, um womédglich die Wirkung der Oxalsaure 
rein zur Erscheinung zu bringen. Dadurch hielt sich die Aci- 
ditét py, = 5,1 nicht konstant, sondern stieg auf 2,7. 


6 g Rohrzucker in 150 ccm Lésung; darin 2 g Hefe vom Trocken- 
gewicht 29,5 °/,. 





ccm CO, 
Stunden ete ran Degceaaee 
PH = 0,1 
bis 2, 
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. Bestimmung der Zellenzahl in einem Parallelversuch: 











Vor der Girung . | 215 | 219 


Nach , " os 218 220 


Das obige Ergebnis wurde in der Weise kontrolliert, dah 
von zwei Rohrzuckerlésungen die eine mit saurem Phosphat, 
die andere mit Oxalsiiure auf die Aciditét p,, = 2,5 gebracht 
wurde. Es enthielten somit jede der beiden 4°/,igen Rohr- 
zuckerlésungen 2 g frische Hefe in 150 ccm; Lésung A war 
etwa 2°/,ig in Bezug auf Na-Phosphat, Lésung B enthielt keinen 
Puffer und wurde mit etwa 1 ccm 4-n.Oxalsiiurelésung auf die 
gewinschte Aciditaét gebracht. Es wurde bei der iiberein- 
stimmenden Aciditaét p, = 2,5—2,6 gefunden: 











ecm CO, 
Stunden | pees cere 
Phosphat | Oxalsiure 
1 69S 70 
2 129 | 128 
3 202 199 
4 279 | 270 





Die entwickelten CO,-Mengen sind also innerhalb der Ver- 
suchsfehler die gleichen; eine spezifische Giftwirkung der Oxal- 
siure findet also — wenigstens in den untersuchten Konzen- 
trationen bis 0,025 norm. — nicht statt. 


Versuch 14. Chromsidure. 


Zur Priifung ilterer Angaben iiber die Giftigkeit der 
Chromsiure wurde diese untersucht. Die Aciditiét wurde auf 
indirektem Weg in folgender Weise festgelegt. In einem Vor- 
versuch wurden 40 ccm einer 8°/,igen Natriumphosphatlésung 
mit wafriger Schwefelsiiure von bekannter Normalitét auf die 
Py- Werte 5,0 und 2,6 gebracht. Die Lésung wurde auf 150 ccm 
verdiinnt, und nach Einwiigen von 6 g Rohrzucker wurde die 
Aciditait kontrolliert. Zum eigentlichen Versuch wurde eine 
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Chromsiurelésung von gleichem Titer wie die oben angewandte 
Schwefelsiure hergestellt und davon zur Hervorrufung der 
entsprechenden Acidititen py = 5 und 2,6 die gleichen Volumina 
verwendet wie oben. Diese Chromsiurelésung enthielt also 
die gleiche Menge Phosphat wie die H,SO,-Lés. im Vor- 
versuch. Demgemifi} wurden 40 ccm der 8°/,igen Natrium- 
phosphatlésung mit 2,89 bzw. 2,4 ccm der ca. 5-n. Chromsiure- 
lésung angesiuert und mittels destillierten Wassers auf 150 cem 
verdiinnt. Hierauf wurden 6 g Rohrzucker und dann 2 g Hefe 
(Trockengewicht 27,5°/,) eingewogen. 

Die folgende Tabelle gibt die Anzahl ccm der entwickelten 
Kohlensiiure an. 











ccm CO, 

I Tics incessant 
Pu = 9 | Po = 2,6 

1 2% | 24 

2 70 | 67 

3 141 | 184 

4 175 | 154 

5 185 | 163 

22 211 | 184 


Bestimmung der Zellenzahl in einem Parallelversuch: 





pu = 5 | pp = 2,6 





Vor der Girung 133 |= 121 
Nach der Garung 135 | 124 





Versuch 15a, Trockenhefe. 


Wird Hefe in diinner Schicht bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet, so enthalten die Trockenpriparate eine verhaltnis- 
mafig sehr groBe Anzahl der Zellen mit normaler Garkraft. 
Kine solche Hefe verhilt sich also hinsichtlich der Zucker- 
spaltung wie frische Hefe. Dies zeigt sich auch in Bezug auf 


die Acidititsempfindlichkeit. 


Im folgenden Versuch ist die Zusammensetzung der girenden 
Lésung genau analog der in Versuch 11, sie ist also 4°/,ig 





irae 
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in Bezug auf Rohrzucker, etwa 2°/,ig in Bezug auf Phosphat, 
In den Versuchen mit Hefenwasser sind 50 ccm Hefenwasser 
zu 150 cem Lésung verwendet worden. Die Acidititen sind 























os _ 
Stunden PH = 5,0 ae cs 30 . 
mit Hefenw. ‘ohne Hefenw.] mit Hefenw. ‘ohne Hefenw. 

1 o 6} 6» | 

3 110 | 5o 57 | 26 

4 206 97 99 | 49 

5 337 142 157 | 74 


Zur Zellenzihlung wurde wie immer die Hefenemulsion 
im Verhaltnis 1:10 verdiinnt; die Zahlen geben die Anzahl 
Zellen per 0,009 mm*® an. 














ea a 9,0 as 

mit Hefenw. ohne Hefenw. 
Vor der Girung 229 | 216 
Nach der Giirung 230 | 215 


Versuch 15b. Alkoholdauerhefe. 


Behandelt man frische Hefe mit absolutem Alkohol in 
der von Buchner zur Herstellung von Dauerhefe angegebenen 
Weise, so erhaélt man bekanntlich ein Priparat, welches zwar 
keine Fortpflanzungsfihigkeit, aber noch Girkraft besitzt. Die 
Girkraft ist, wie der eine von uns friiher betont hat, aufer- 
ordentlich klein im Vergleich zu derjenigen der frischen Zellen, 
was so zu deuten ist, da} nur ein sehr kleiner Teil der Hefe- 
gérung durch freie Zymase hervorgerufen wird, wihrend der 
gréfite Teil der Giirung durch das Protoplasma der Hefe ver- 
mittelt wird. 

In solchen Dauerhefen haben wir also, ebenso wie im 
Hefenprebsaft, die eigentliche Zymasegiirung vor uns. Es war 
daher von Interesse, die Aciditaétsempfindlichkeit dieser Dauer- 
hefe kennen zu lernen, und wir teilen hier einen Versuch mit. 

Zusammensetzung der Lésungen wie im Versuch 15a. 
Auf 150 ccm Lésung nun 10 g Dauerhefe. 
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na ccm CO, 
Stunden pH = 5,1 PH = 2,6 
mit Hefenw. | ohne Hefenw.| mit Hefenw. ‘ohne Hefenw. 
2 “4 | 6 oe | ine 
7 19 | 11 5 
22 100 61 74 | 55 








Die allmahliche Zunahme der Girkraft solcher Dauer- 
hefen, wie die hier untersuchte, ist noch nicht aufgeklirt. 
Aus verschiedenen Griinden, besonders wegen der sehr geringen 
Mengen CO,, welche durch 10 g Hefe entwickelt werden und 
teilweise durch Selbstgirung entstehen, sind hier die Versuchs- 
fehler sehr grof, so dafi einstweilen nur gesagt werden kann, 
daB die Kohlensiureentwicklung auch durch Alkoholdauerhefe 
bei py = 2,6 bedeutend geringer ist als bei normaler Aciditat. 


Ubersicht. 


Unsere Aufgabe war die Festlegung der Acidititsfunktion 
auf die Garung einer Hefe. Es muBte sich hier also um die 
Beziehung zwischen der Konzentration der in den Lésungen 
tatsiichlich vorhandenen H-Ionen und der Garungsgeschwindig- 
keit handeln. 

Um spezifische Nebenwirkungen auszuschliefen und ander- 
seits die Aciditat wahrend des Giirungsverlaufes konstant halten 
zu kénnen, haben wir mit Lésungen gearbeitet, welche rund 
1,5°/, PO, als Puffer enthielten, und haben die gewiinschte 
Aciditét durch Chlorwasserstoffsiure hergestellt. Bis zur Kon- 
zentration 0,01 n. kann der EinfluB der Chlorionen vollkommen 
vernachlissigt werden. 

Bei den schwachen organischen Sauren ist die Konzen- 
tration der nicht dissoziierten Molekiile so grofi im Vergleich 
zur Konzentration der Ionen, ganz besonders, wenn noch 
Neutralsalz der betreffenden Siure als Puffer zugesetzt wird, 
dafi erstere einen wesentlichen Anteil an der Gesamtwirkung 
der Siure besitzen. Zur Feststellung der Aciditatsfunktion 
der Garung sind organische Siuren deswegen sicher nicht 
geeignet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CYIII. 14 
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Die Messung des teils aktivierenden, teils hemmenden 
Einflusses der nichtdissoziierten Séuremolekiile lag aber nicht 
im Bereich unserer Aufgabe; dort handelt es sich um Ein- 
fliisse, fiir welche wenigstens vorliufig die Bezeichnung Gift- 
wirkung geeignet sein mag. 

Eine Durchsicht der alteren Literatur zeigt, wie einleitungs- 
weise bereits erwihnt, da es friiher bei den meisten Versuchen 
an der genauen Festlegung der Bedingungen, besonders der 
Py-Werte gefehlt hat, und daf} sich dieselben auch nachtrig- 
lich schwer aus den angegebenen Versuchsdaten berechnen 
lassen'), Abgesehen davon war die Art der Bearbeitung des 
Zahlenmaterials im allgemeinen nicht zweckentsprechend und 
hat deswegen zu einer endgiiltigen Klirung der Verhiltnisse 
nicht gefiihrt. 

Zunichst wurden die teilweise zu praktischen Zwecken 
ermittelten Versuchsdaten rein empirisch behandelt, die unter- 
suchten Séiuren nach anorganischen und organischen oder gif- 
tigen und ungiftigen getrennt. Dies ist z. B. bei den ein- 
gehenden und in technischer Hinsicht grundlegenden Unter- 
suchungen von Maerker?*), Hayduck’), Lange‘) und 
Henneberg') der Fall. Gelegentlich, auffallenderweise sogar 
in neueren Arbeiten, hat man versucht, die Wirkung der Séuren 
mit ihrer Neutralisationswarme oder mit einer mehr oder 
weniger willkiirlichen Schatzung ihrer ,,Stirke‘ in Beziehung 
zu setzen. Diese Arbeiten enthalten zum Teil viele wertvolle 
Einzelbeobachtungen, aber einen exakten Beitrag zu unserem 
Thema liefern sie nicht. Unter den gréferen Untersuchungen 
sind zu nennen diejenigen von Werenskiéld®), Juslin’), 





1) Dabei ist in vielen Fallen nicht unterschieden worden zwischen 
dem Einflu8 der Saéuren auf die Girung, auf das Wachstum und auf die 
Reinhaltung der Hefe. 

*) Maerker, Zeitschr. f, Spirit. Ind. 114 (1881). 

3) Hayduck, Zeitschr. f Spirit. Ind. 341 (1881). 

*) Lange, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 175 (1899), — Wochenschr. f. 
Brau. Nr. 32—39 (1907). 

5) Henneberg, Wochenschr. f. Brau. 40-44 (1906); (1908). 

®) Werenskiéld, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 114 (1881). 

*) Juslin, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 219 (1886). 
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H. Schulz’), Biernacki’*), Wehmer'’), Fernbach’), 
Effront®), Bokorny*’), Heinzelmann’), Biicheler’>), 
Moufang’), Rosenblatt und Rosenband"®). 

Erst verhaltnismaig spit hat man versucht, die Disso- 
ziationstheorie als theoretische Grundlage fiir die Aciditits- 
empfindlichkeit der Hefegirung zu bentitzen. Hier sind die 
Arbeiten von Bial'') und von Johannessohn!*) zu nennen. 

Johannessohn kommt in seiner verdienstlichen Arbeit 
zu dem Ergebnis, dafi nicht die Ionen, sondern das nicht 
dissoziierte Molekiil die Hauptrolle spielen, was fiir die von 
ihm untersuchten organischen Sauren durchaus richtig ist, 
nicht aber fiir die starken Mineralsiuren’*) HCl und H,SO, 
bei den fiir die Girung hauptsichlich in Betracht kommenden 
Py Werten 2—7. 

Auch die Berechnung von Bial hat zu einem allgemei- 
neren positiven Ergebnis kaum gefihrt. Abgesehen davon, 
dafs Bial iiber seine Hefe gar keine naiheren Angaben macht, 
wihrend doch die Séureempfindlichkeit der verschiedenen 
Rassen und Stimme stark variiert, mui der Versuch, eine 
H:-Konzentration festzustellen, bei welcher die Gérung unter- 
driickt wird, als mifigliickt angesehen werden. 


1) H. Schulz, Pfliig. Arch, 42, 517 (1888). 

*) Biernacki, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 14 (1891). 

5) Wehmer, Chem. Ztg. 21, 73 (1897) und 23, 163 (1899). — 
Zeitschr. f. Spirit. Ind. 14—16 (1901). 

*) Fernbach, Ann. Inst. Pasteur 4, 641 (1890). 

5) Effront, Bull. Soc. Chim. (3) 5, 476 u. 705 (1891). — C. R. 117, 
559 (1893). 

®) Bokorny, Chem. Ztg. Nr. 34 (1901). — Zentralbl. f. Bakt. (2) 
8, 508 (1902) und 10, 257 (1903). 

7) Heinzelmann, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 327 (1897). 

8) Biicheler, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 98 (1901). 

*) Moufang, Wochenschr. f. Brau. Nr. 37—38 (1911). 

1) Rosenblatt u. Rosenband, C. R. 149, 309 (1909). — Ball. 
Soc. Chim, 13, 924 (1913). 

1) Bial, Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 40, S. 513 (1902). 

12) Johannessohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 47, S. 97 (1912). 

18) Wie Stevens erwiesen hat, besitzen Cl- und SO,-Ionen keine 
giftigen Eigenschaften (Bot. Gaz. Bd. 26, S. 377 [1898)). 
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Demgegeniiber bedeutet die Bearbeitung des Themas durch 
Haigglund einen zweifellosen Fortschritt. Haigglund versucht 
nicht eine Konzentration der totalen Vergiftung festzustellen, 
sondern berechnet, bei welcher H:-Konzentration die Girungs- 
geschwindigkeit mit 25°/, abnimmt. Er findet (bei einer Hefe- 
menge von 1 g) diesen Wert 5- 10-3 g-Ion per Liter, also rund 
Po = 2,3. Aus der Fig. 3 entnehmen wir fiir den gleichen 
Py-~Wert eine Abnahme von 29°), statt 25°/,, was in Anbe- 
tracht, dafi Haigglund seinen Mittelwert aus Messungen mit 
verschiedenen Hefen erhalten hat, als eine befriedigende Uber- 
einstimmung bezeichnet werden kann. Ferner ist sich Higg- 
lund vollkommen im klaren dariiber, daf} es nicht ausreichend 
ist, die Menge der zugesetzten Saure zu kennen. .,Worauf es 
ankommt, ist die Konzentration der freien H-Jonen in der 
Lésung.* Hat man es mit reinwafrigen Lisungen zu tun, so 
kann diese H’-Konzentration berechnet werden... ,In jedem 
andern Fall ist der einzig richtige Weg eine direkte Bestim- 
mung der freien H-Ionen auf physikalisch-chemischer Grund- 
lage. Die Methoden sind in neuerer Zeit sehr griindlich durch- 
gearbeitet worden, besonders durch Sérensen.. .“ 

Auch finden wir bei Higglund zuerst eine kritische 
Diskussion iiber die Siurewirkung, einerseits auf die Enzyme, 
anderseits auf das Plasma der Hefezellen, sowie iiber die 
Aciditét innerhalb der Zellen als die eigentlich mafigebende 
Gréfe. Anderseits waren die von Higglund beigebrachten 
Aciditatsmessungen, besonders auf der alkalischen Seite des 
Optimums, nicht ausreichend, und eine in Aussicht genommene 
Erganzung seiner Versuche kam nicht zur Ausfiihrung. Dieselbe 
ist mit seinem Einverstindnis nun hier vorgenommen worden. 

Endlich sind die schénen Versuche von Liiers’) und 
die neueren Arbeiten von Boas?) zu erwahnen, welche mit 


1) Liiers, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. Bd. 37, S. 79 (1914). 

*) Boas u. Leberle, Biochem. Zeitschr. Bd. 90, 8. 78 (1918). Die 
in der genannten Arbeit von Boas gemachte Angabe, daf Euler die von 
Liiers gemessenen H:-Konzentrationen als Optimalwerte angesehen habe, 
beruht, wie Herr Boas uns mitzuteilen die Freundlichkeit hatte, auf 
einem Irrtum. (Vgl. hierzu auch Biochem. Zeitschr. Bd. 96 [1919].) 
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der modernen Methodik die Eigensiuerung mehrerer Hefen 
maBen. 

In der vorliegenden Arbeit ist nun zum erstenmal die 
ganze Aciditits-Empfindlichkeitskurve einer Hefe festgelegt 
worden, und zwar ist die angegebene Kurve fiir die Girungs- 
geschwindigkeit einer Oberhefe giiltig. 

Zur vollstandigen Erledigung der behandelten Aufgabe 
stehen noch entsprechende Untersuchungen an andern Hefe- 
rassen unter weiterer Variation der Versuchsbedingungen aus. 
Immerhin kann auf Grund der hier exakt festgelegten Kurve 
eine grofie Zahl alterer Angaben, welche sich im Lichte der 
modernen wissenschaftlichen Methoden teils wegen mangelnder 
Prizisierung der Versuchsbedingungen als inhaltlos, teils als 
unrichtig erwiesen haben, schon jetzt aus der Literatur ge- 
strichen werden. 











Uber Kataraktlinsen des menschlichen Auges. 
Von 


Erich Balling’). 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der Prager deutschen Universitit.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1919.) 


Die vorgelegten Untersuchungen sind als Beginn einer 


gréfseren Untersuchungsreihe gedacht, bei welcher ein mig- 
lichst grofes Material an menschlichen Augenlinsen der chemi- 
schen Untersuchung nach verschiedensten Richtungen unter- 
zogen werden soll. Es ist doch auffallend, dafi nur wenige 
chemische Untersuchungen*) iiber die normale und die patho- 


‘) Anmerkung. Die hier mitgeteilte Studie ist im Jahre 1912 
abgeschlossen worden, als der Autor Demonstrator am hiesigen deutschen 
mediz.-chem. Institute war. Die Untersuchungen sollten nach seinem 
Doktorate fortgesetzt werden, Dr. Balling ist aber im Alter von 
24 Jahren, im August 1914, als Arzt auf dem serbischen Kriegsschau- 
platze schwer verwundet worden und kurz nachher in serbischer Gefangen- 
schaft am 16. August 1914 gestorben. 

Da aus duBeren Griinden die projektierte Fortsetzung dieser Arbeiten 
hier gegenwiartig nicht méglich ist, da ferner inzwischen auch von anderer 
Seite (W. Reis, Arch. f. Ophthalm. Bd. 80, S. 588; A. Jess, Zeitschr. f. 
Biol. Bd. 61, 8. 98; Burdon-Cooper, JB. f. Tierchemie 323 (1914); 
M. Hoffmann, Miinchn. Med. Wochenschr. Bd. 61, 8. 584 (1914); M. 
Goldschmidt, ebenda Bd. 61, 8. 657) chemische Studien tiber die patho- 
logisch verinderte Augenlinse veréffentlicht worden sind, sei es gestattet, 
die Studie des zu einer schénen Zukunft berechtigt gewesenen Kriegsopfers 
kurz mitzuteilen. Zeynek. 

*) O. Jacobsen (Klin. Monatsblatter f. Augenheilk. Bd. XVII S. 307 
(1879), Cholesterinbestimmungen von normalen und von kataraktésen 
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logisch veriinderte Augenlinse vorliegen, wenn von den Studien 
serologischer Natur abgesehen wird. 

Die grundlegenden, chemischen Untersuchungen iiber die 
Augenlinse sind von C. Th. Mérner’) an Rinderlinsen durch- 
gefiihrt. Auf die Verschiedenheiten der Kristallinsen bei ver- 
schiedenen Tieren weist aber schon Berzelius?) hin. 

Allerdings bieten die menschlichen Augenlinsen im Ver- 
gleich zu den Rinderlinsen wegen ihrer Kleinheit ein weniger 
giinstiges Untersuchungsmaterial. Auch ist schon von Jacobsen 
(I. c. S. 809) darauf hingewiesen worden, daf} bei der Unter- 
suchung von pathologisch verinderten menschlichen Linsen, 
welche durch Extraktion erhalten worden sind, ein Fehler 
unterliuft, da ,ausnahmslos eine gewisse, mitunter betricht- 
liche, mitunter freilich nur sehr geringe, Quantitaét corticaler 
Linsensubstanz abgestreift oder durch das Kammerwasser weg- 
geschwemmt wird‘, weshalb quantitative Bestimmungen keine 
genauen Werte ergeben kénnen. 

So berechtigt dieser Einwand ist, entschlo{ ich mich doch, 
ebenso wie Jacobsen trotzdem seine Daten mitgeteilt und 
rechnerisch beniitzt hat, eine Reihe von orientierenden quanti- 
tativen Untersuchungen an Kataraktlinsen auszufihren, in der 
Annahme, daf} einerseits bei den vorliegenden Veranderungen 
betrichtliche Differenzen gegeniiber normalen menschlichen 
Augenlinsen vorhanden sein miissen, und anderseits, da die 
pathologischen Verinderungen meist zuerst am Linsenkern 
auffallig werden. Daher glaube ich, daf} die erhaltenen Daten 
doch einen Vergleichswert besitzen und dafi einige Anhalts- 
punkte fiir ein weiteres Arbeiten gewonnen sind. 

Die zur Untersuchung verwendeten Kataraktlinsen wurden 


Linsen, ferner Restimmung des durchschnittlichen Trockengewichts von 
einer gréBeren Zahl Augenlinsen verschiedenen Alters. 

O. Gross, Arch. f, Augenheilk. Bd. 58, S. 40 (1907), Aschenbestim- 
mungen von der Trockensubstanz einer gréBeren Zahl von menschlichen 
Linsen: 1,533 g Trockensubstanz gaben 0,047 g einer fast vollkommen 
wasseriéslichen Asche. 

1) Diese Zeitschr. Bd. 18, S. 60 (1894). 

®) Lehrbuch, deutsch von Woehler, 4. Aufl. Bd. 9, S. 526 (1840). 
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durch Lanzen- oder Lappenextraktion aus der Kapsel entbunden, 
méglichst rasch, soweit es die Riicksicht auf die Operation 
zulie}, in ein exsikkatortrockenes Wigeglischen mit einge- 
schliffenem Glasstépsel gebracht und darin gewogen. Hierauf 
wurde die Linse in dem Wagegliischen bei 110° getrocknet, 
wobei ihre Farbe stets dunkler wurde. Nach der Wagung 
zum konstanten Gewicht wurde die Linse in einen gewogenen 
Platintiegel iibertragen, was fast stets ohne Schwierigkeit ge- 
lang. In dem Platintiegel wurde die Linse vorsichtig verascht. 
Nur ein einziges Mal war nach der Veraschung die Form der 
Linse erhalten geblieben, in den andern Fiillen fand sich die 
Asche als ein geringer weiljlicher Belag am Boden des Tic- 
gels vor. 

Die Asche wurde mit heiiem Wasser aufgenommen, Kine 
gréHere Menge solcher Aschenriickstiinde wurde vereinigt, ihre 
Analyse ergab das Vorhandensein von Chlor, Schwefelsiiure, 
Phosphorsiure, Natrium, Calcium, Magnesium, Eisen, sehr 
geringen Mengen von Kalium. 

Zur Wigung der frischen Linse sei bemerkt, dafi sich 
schon beim langsamen Wiagen in einem offenen Gefifi eine 
Gewichtsabnahme bemerkbar macht. In einigen Fallen habe 
ich den Grad der Austrocknung bei Zimmertemperatur_be- 
stimmt. In 6 Stunden betrug der Wasserverlust bei Zimmer- 
temperatur etwa 0,002 g, wesentliche Differenzen habe ich 
bei verschiedenartig veriinderten Linsen nicht finden kénnen. 

Mit Riicksicht auf diese Empfindlichkeit der frischen 
Linsen habe ich nur solche Linsen in der mitzuteilenden tabel- 
larischen Ubersicht aufgenommen, deren Wassergehalt nicht 
wihrend der Operation in irgend einer Weise, sei es durch 
langeres Verweilen auf dem sterilen Operationstuche, sei es 
durch Hinzutritt von Fliissigkeiten, veriandert sein konnie. 
Von 55 untersuchten Linsen waren 34 sicher frei von solchen 
accessorischen Fehlern. 

Die Konsistenz aller Linsen war eine weich-klebrige. Die 
Gréfe der einzelnen Linsen zeigte betrichtliche Schwankungen. 

Die aiufersten Differenzen in den erhaltenen Werten sind 
folgende: 
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Gewicht der frischen Linse: Max. 0,2567, Min. 0,0761, 
: , trockenen , » 90,0915, , 0,0200, 
2 , Linsenasche: ,» 90,0039, , 0,0006. 


Auf Prozente berechnet ergeben sich folgende Grenzwerte: 


Trockensubstanz, Max. 46,54°/,, Min. 19,29°/,, 

Asche, bezogen auf die frische Linse, Max. 2,66°/,, 
Min. 0,77 °/,, 

Asche, bezogen auf den Trockenriickstand, Max. 8,77 °/,, 
Min. 2,08 °/,. 


Es sind dies machtige Schwankungen, welche die An- 
nahme nahelegen, dal wesentliche Stérungen der osmotischen 
Verhaltnisse und des Stoffwechsels hier vorhanden sind. 

Unter Beziehung auf die folgende tabellarische Ubersicht 
sei das Folgende hervorgehoben. 

Zwischen dem Alter des Patienten und den absoluten 
Gewichten der frischen, getrockneten und veraschten Katarakt- 
linsen, ebenso in den Relationen von Trockensubstanz und 
Asche, war keine wie immer geartete Beziehung zu ersehen. 
Kin abschliefiendes Urteil dariiber wird jedoch erst méglich 
sein, wenn eine ausgedehntere Versuchsreihe mit normalen 
Augenlinsea von verschiedenem Alter aufgeklirt haben wird 
liber die physiologischen Verhialtnisse des Linsengewichts. 

Auffallend ist, dai die quellenden, weiflichen (immaturen) 
Linsen relativ wenig Trockenriickstand und Asche aufweisen. 
Inzipiente Katarakten mit relativ viel klarer Rinde weisen 
hingegen sehr hohe Trockensubstanz- und Aschenwerte auf. 
Die peripher hellgelb durchsichtigen, zentral aber undurch- 
sichtig braunen Linsen reprisentieren die mittleren Werte, 
so dab eine Zunahme des Wassergehalts bei Progredienz des 
Kataraktprozesses anzunehmen ist. 


Bei fiinf Linsen habe ich auf die Veraschung verzichtet und mit der 
Trockensubstanz zur eigenen Orientierung Stickstoffbestimmungen nach 
Kjeldahl ausgefiihrt. Wenn auch diese Werte in Anbetracht der geringen 
Substanzmenge nicht sonderlich genau sind, so erscheint es mir doch 
erwihnenswert, daB die Schwankungen um einen gefundenen Mittelwert 
von 16°/, Stickstoff, bezogen auf das Trockengewicht, recht geringe waren. 
Werden diese Werte (willkirlich, nur zur Orientierung) mit dem von 
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Moirner gefundenen Mittelwert des Linseneiweifstickstoffs vom Rind 
(16,62°/o) auf Eiwei® umgerechnet, so wiirde sich ergeben, daB keine 
betrachtlichen Mengen von stickstoffreien Substanzen auBer den Aschen- 
bestandteilen auch in den Kataraktlinsen vorhanden sind. - 

Eine qualitative Untersuchung verschiedener Katarakt- 
linsen ergab negative Reaktionen bei den Proben auf Harn- 
stoff, Harnsiure und Zucker. Cholesterin war in geringen 
Mengen nachweisbar. 

Auch in den Kataraktlinsen von zwei Diabetikern konnte 
ich weder direkt noch nach 2stiindigem Kochen mit Normal- 
salzsiure in Kohlensiureatmosphire Zucker nachweisen. 

Herrn Prof. Dr. A. Elschnig und den Herren seiner Klinik 
bin ich fiir die Uberlassung des Materials und fiir die Unter- 
stiitzung zu besonderem Danke verpflichtet. 
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Studien tiber das Verhalten von Substanzen der Dibenzylreihe 
(Dibenzyl, Hydrobenzoin, Desoxybenzoin, Benzoin, Benzil, 
Benzilsiure) im Organismus. 


Von 


Ernst Sieburg und Erich Harloff. 


‘Aus dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Chemie der Universitat 
zu Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1919.) 


Es steht fest, daf} im allgemeinen in aromatischen Ver- 
bindungen der Benzolkern im Organismus auferordentlich 
schwer der Verbrennung unterliegt. Eine Oxydation dieser 
Verbindungen setzt fast immer, wo solche vorhanden, an den 
aliphatischen Seitenketten ein, die, wenn sie aus zahlreichen 
Gliedern bestehen, meist bis auf wenige Glieder aboxydiert 
werden. Solche Substanzen verlassen dann zu gemischt aro- 
matisch-aliphatischen Alkoholen, Ketonen oder Siuren oxydiert 
den Tierkérper. 

Es ergibt sich die Frage: Wie verhalt sich der Organis- 
mus gegeniiber solchen Substanzen, bei denen eine aliphatische 
Kette beiderseits durch aromatische Reste verschlossen ist, 
die a priori also eine geringere Angriffsméglichkeit bieten als 
Benzolderivate mit offenen aliphatischen Seitenketten? Als 
Studienobjekte laden die einfachen, reaktionsfaihigen, in der 
synthetischen Chemie oft gebrauchten Abkémmlinge des Di- 
benzyls in ihren verschiedenen Oxydationsformen ein: 

C,H,—CH, (,H,—CH, ,H,—CH(OH) 0,H,—CH(OH) 

C,H,—CH, (C,H,—CO ©,H,—CH(OH) C,H,—CO 

Dibenzyl Desoxybenzoin Hydrobenzoin Benzoin 
C,H,—CO  C,H,—C(OH) 


C,H,—CO C,H, COOH 
Benzil Benzilsaure. 
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Alle diese Kérper — mit Ausnahme der Benzilsiure — 
sind in Fetten und Fettlésungsmitteln mehr oder weniger 
reichlich, in Wasser dagegen nur in geringem Mafe léslich. 
So wurde als annihernde Wasserldslichkeit bei 15° ermittelt 
fiir Dibenzyl etwa 1:10000, fiir Desoxybenzoin, Hydroben- 
zoin und Benzoin etwa 1: 6250, fiir Benzil etwa 1: 5000. 
wahrend Benzilsiure leicht wasserléslich ist. Die Léslich- 
keit in kérperwarmem O1 (Riibél) wurde nur insofern fest- 
gestellt, als sich alle Substanzen hierin mehr wie 1 : 100 lésten, 
am betrichtlichsten Dibenzyl und Desoxybenzoin, am wenig- 
sten gut das Hydrobenzoin. 


Wenn man die Regel, daf} die Methanderivate, welche 
eine derartige geringe Lislichkeit in Wasser mit einer sehr 
grofien Léslichkeit in Fettlésungsmitteln kombinieren, ausge- 
sprochene Narkotika sind, auf gemischt aromatisch-aliphatische 
Verbindungen iibertragen will, so stand zu erwarten, dafi die 
vorliegenden Substanzen sich als relativ starke Narkotika er- 
weisen wiirden. 


Die an Froschlarven, den iiblichen Versuchsobjekten, ge- 
wonnenen Resultate') ergaben fiir die einzelnen Substanzen, 


der Starke ihrer narkotischen Wirkung nach geordnet, folgen- 
des Bild: 











ici Schwellenwert der Wirksame Molekular- 
narkotischen Wirkung Konzentration 
Dibenzyl . . . . etwa 1: 20000 etwa 0,00027 
Benzoin .... » 1:12500 »  0,00038 
Desoxybenzoin . » 1:12500 »  0,00041 
er » 1;10000 » 0,00048 
Hydrobenzoin . . » 1; 6250 »  0,00075 








Am starksten wirkt der Kohlenwasserstoff, dann folgen 
die drei Ketoverbindungen in ungefahr der gleichen Starke, 
wobei die gleichzeitige Gegenwart einer Alkoholgruppe nichts 


‘) Ausfihrlicheres siehe E. Harloff, Inaug.-Dissert., Rostock 1919. 
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ausmacht, wihrend die Anwesenheit von zwei Hydroxylen im 
Hydrobenzoin einen deutlich abschwichenden Effekt auslést. 
Mit bekannten Narkotika der Fettreihe bei gleicher Versuchs- 
anordnung von anderer Seite verglichen, die als Schwellen- 
werte der narkotischen Wirkung beispielsweise fiir Chloro- 
form eine 0,017°/,ige waBrige Lésung (1 : 6000) und eine eben 
noch wirksame Molekular-Konzentration von 0,0014, fiir Trional 
eine 0,03°/,ige (1 : 3300) Lésung und eine Molekular-Konzen- 
tration von 0,0013 zeigen, ergibt sich fiir die ganze Kérper- 
klasse ein recht hoher, ja noch ein héherer narkotischer Effekt 
als bei den bekannten Methanderivaten. 

Die Benzilsiure zeigt dagegen nur Siiurewirkung, und 
zwar erweist sie sich schon dadurch chemisch als stark dis- 
soziierte Siure, daf} ein Kristillchen davon, auf feuchtes Kongo- 
papier gebracht, dies intensiv bliut. Eine Konzentration der 
freien Sdéure 1 : 1000 macht Froschlarven innerhalb 30 Minuten 
bewegungslos und Jaft sie weifilich angeitzt erscheinen, in 
frischem Wasser tritt keine Erholung ein. Niedrigere Kon- 
zentrationen zeigen keine Einwirkung mehr. Auch beeinflufit 
die mit Natriumcarbonat neutralisierte Lésung der Benzilsaiure 
1:500 Kaulquappen innerhalb 24 Stunden nicht sichtbar. 

Bei Fréschen selbst sind nun iiberraschenderweise Diben- 
zyl, Hydrobenzoin, Benzoin und Benzil, wenn man diese Sub- 
stanzen zu 0,1 g fein zerrieben in Ol suspendiert in den Riicken- 
lymphsack einspritzt, ohne Wirkung. Das Desoxybenzoin 
verhalt sich anders. Gibt man iiber 0,05 g in Ol suspendiert, 
so zeigen die Tiere nach Verlauf von etwa 1 Stunde eine 
gewisse gesteigerte Reflexerregbarkeit, die aber nicht in 
Krampfe iibergeht. Im Verlauf von weiteren 3—5 Stunden 
kommt es dann allmahlich zum Stillstand der Atmung und 
des Kreislaufs, ohne dafi vorher ein ausgeprigt narkotisches 
Stadium zu erkennen ist. Die Dose von 0,05 g Desoxyben- 
zoin in 1 ccm Ol, worin es nahezu vollstandig ldslich ist, 
bildet die Grenze, bei der obige Erscheinungen eintreten. 
Gaben von 0,025 g wirken nicht mehr, bzw. die Tiere erholen 
sich wieder. Bei den Sektionen zeigen sich mit ziemlicher 
Konstanz multiple kleine Blutungen, besonders auf der Unter- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CYIIiI. 15 
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seite des Herzens, ins Myocard und Pericard, sowie in 
den unteren Teil des Oesophagus und in die Mucosa des 
Pylorus. Dies abweichende Verhalten des Desoxybenzoins 
gegentiber den anderen Substanzen méchten wir zum Teil 
durch seine grofe Léslichkeit in dem éligen Vehikel erkliren, 
wodurch die Bedingungen fiir eine viel schnellere Resorption 
gegeben sind als bei den anderen Substanzen in éliger Suspen- 
sion. — Von der Benzilsiure rufen wiabrige neutralisierte 
Lésungen von 0,1 g in 1 ccm keine Erscheinungen hervor. 


Auch beim Kaninchen lésten die Substanzen selbst in 
verhaltnisméifig grofen Dosen nicht nur keinen narkotischen 
Effekt aus, sondern sie lassen iiberhaupt keine Wirkung er- 
kennen. Eine Erklarung hierfiir kann uns das Schicksal der 
Substanzen im Organismus geben. 


Dibenzyl. 


Ein Kaninchen von 850 g erhalt 1 g Dibenzyl in 5 com 
Ol gelést subcutan und 24 Stunden spiter noch einmal die- 
selbe Dosis. 


Der Harn war frei von Eiweif} und Traubenzucker und 
drehte nach Klarung mit saurem Bleiacetat nach links. Nach 
energischer Spaltung mit Schwefelséure in der Hitze zeigte 
er ein intensives Reduktionsvermégen gegen alkalische Kupfer- 
lésung und gab stark positive Farbreaktionen mit Orcin und 
Phloroglucin. Die Tollenssche Naphtoresorcinreaktion ergab 
den bekannten, in Ather mit blauvioletter Farbe léslichen 
Farbstoff mit dem Absorptionsstreifen im Griin des Spektrums, 
und zeigte eine gepaarte Glykuronsiéure an. 


Diese Glykuronausscheidung erreichte, nach der Intensitit 
der Naphtoresorcinreaktion zu urteilen, am dritten Tag nach 
der letzten Injektion ihren Héhepunkt, um dann Jangsam nach- 
zulassen. So wurden die Harnportionen der ersten fiinf Be- 
obachtungstage gesammelt und gemeinsam verarbeitet. Da 
es weniger darauf ankam, die gepaarte Saure zu isolieren, 
als den einen Paarling, das Aglykuronoid, zu ermitteln, wurde 
der Harn mit so viel konzentrierter Schwefelsiure versetzt, daB 
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sein Gehalt daran 5°/, betrug, und dann unter stiandigem 
Durchleiten von Wasserdémpfen etwa 6 Stunden hindurch der 
Destillation unterworfen. Auf dem wifrigen Destillat sam- 
meln sich seidenglinzende Massen an, die nur ganz wenig 
wasserléslich sind, sich nach dem Abfiltrieren als gut léslich 
in Alkohol und als spielend leicht léslich in Ather erweisen. 
Nach einmaligem Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol 
ist der erhaltene Kérper, der in atlasglinzenden Schuppen 
kristallisiert, rein und zeigt den konstanten Schmelzpunkt 
von 124°, Durch den Schmelzpunkt und die nachfolgenden 
Reaktionen wurde er als Stilben C,H;—-CH=CH—C,H, 
identifiziert. 

Dieses Stilben wurde mit einer Kisessig-Chromsiurelésung 
behandelt, das Reaktionsgemisch mit Wasser verdiinnt und 
dann ausgeithert. In dem Atherriickstand lieB sich Benzoe- 
siure durch weitere Oxydation derselben zu Salizylsiure mittels 
Wasserstoffsuperoxyd bei Gegenwart von Eisensulfat durch 
die Kisenchloridreaktion nachweisen. Weiter schieden sich 
beim Behandeln des gefundenen Stilbens mit in Ather ge- 
léstem Brom winzige Niadelchen aus, die, aus heifiem Xylol 
umkristallisiert, den Schmelzpunkt des Stilbenbromids von 235° 
zeigten. 

Es wire immerhin als ein sonderbares Phiinomen zu be- 
trachten, wenn ein vollkommen gesittigter Kohlenwasserstoff 
im tierischen Organismus sich vor einer Paarung nicht nur 
nicht zu einem Alkohol oder auch zu einem andersartigen 
K6érper oxydierte, sondern im Gegenteil sogar zu einem sauer- 
stofffreien ungesittigten Kohlenwasserstoff reduziert wiirde. 
Nun ist aber bekannt, daf} sich Stilben beim Erhitzen von 
Diphenylithanol (Stilbenhydrat) C,H,;— CH, —-CH(OH)— 
mit Schwefelsiure durch Wasserabspaltung bildet. Dieser 
Vorgang diirfte auch hier durch den Kontakt mit der Saure 
wihrend der langdauernden Destillation stattgefunden haben, 
und das Stilben als sekundire Bildung aufzufassen sein, wihrend 
tatsiichlich im Organismus eine Oxydation des Dibenzyls zu 
Stilbenhydrat erfolgt ist: 
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C,H,—CH, C,H, —CH, C,H,;— CHH 
ee | > | Hydrolyse 
C,H,;—CH, C,H, —CH(OH) C,H, -CH—O —C,H,O, -——> 
Dibenzyl Stilbenhydrat Stilbenhydrat- 
(Diphenylathanol) glykuronséure 
C,H,—CH 
+ 
C,H; -CH 
Stilben. 


Der Angriff fiir die Oxydation ist hier, wo der Organis- 
mus die Wahl zwischen endstaéndigen Phenyl- und mittel- 
stindigen Athylresten hat, am aliphatischen Komplex erfolgt. 
Beim Diphenyl C,H;—C,H, mub, wie Klingenberg’) in 
unserm Institut zeigte, der Organismus vor der Paarung am 
aromatischen Komplex, unter Umwandlung in p-Oxy-dipheny], 
angreifen. 


Hydrobenzoin, Desoxybenzoin, Benzoin, 
Benzil. 


Die Ausfiihrung der Versuche mit diesen vier Substanzen, 
die einzeln durchprobiert wurden, war die gleiche, wie auch 
das Resultat iiberraschenderweise das gleiche war, d. h. die 
Tiere schieden die verschiedenen Verbindungen unter Um- 
wandlung in den nimlichen Paarling an Glykuronsaure ge- 
bunden aus. Nur die Dauer der Ausscheidung schien, nach 
der Intensitaét der Naphtoresorcinreaktion zu urteilen, ver- 
schieden zu sein; bei den leichter in Ol léslichen Desoxyben- 
zuin und Benzil hatte sie in etwa 24 Stunden den Héhepunkt 
erreicht, wihrend bei Benzoin und dem sehr schwer ldéslichen 
Hydrobenzoin der Harn 2--3 Tage lang Glykuronausscheidung 
zeigte. 

Fiir jede Substanz wurde natiirlich ein besonderes Tier 
benutzt von 1—3 ky Gewicht. Die Versuchsperiode betrug 
jedesmal 5 Tage. Nach der Injektion von 1 g Substanz in 
10 cem Ol wurde um nachsten Tage dieselbe Menge noch 
ei:mal gegeben und der Harn bis zum Ende der Versuchs- 





') K. Klingenberg, Studien tiber Oxydationen aromatischer Sub- 
stanzen im tierischen Organismus. Inaug.-Vissert., Rostock 1891. 
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dauer sorgfaltig gesammelt. Die Tiere vertrugen die Ein- 
spritzungen ohne Stérung. 

Nachdem festgestellt war, dafi sich nach dem Ansauern 
der filtrierten Harne keine der dargereichten Substanzen un- 
verindert oder auch als Umwandlungsprodukt irgendwelcher 
Art mit Ather ausschiitteln lie®, wurde der Glykuronpaarling 
auf dieselbe Weise isoliert wie beim Dibenzyl, die sich auch 
hier ausgezeichnet bewahrte. Der Harn wird wieder zu 5°/, 
schwefelsauer gemacht und stundenlang unter Einleiten von 
Wasserdimpfen destilliert. Das ein wenig opaleszent getriibte 
Destillat war mit vereinzelten weiflichen Partikelchen durch- 
setzt und von nicht unangenehmem aromatischen Geruch, 
etwas an Benzoe und Vanille erinnernd. Ather nimmt die 
Substanz leicht und véllig aus dem Destillat auf und hinter- 
la4Bt sie nach dem Entwiassern der atherischen Lésung mit 
Natriumsulfat in Form langer, biischelférmig angeordneter, 
ein wenig gelblich gefarbter Nadeln, die nach mehrmaligem 
Umkristallisieren aus Ather bei 108—109° schmolzen. Kri- 
stallisiert man aus Benzol um, so erhalt man véllig farblese 
Kristalle vom konstantep Schmelzpunkt 114°. In wundervoll 
zarten, iiber 1 cm langen, seidenglainzenden spitzen Nadelchen 
erhailt man die Substanz, wenn man sie bei der Wirme des 
Wasserbades zwischen zwei Schilchen sublimiert. Sie wurde 
als o-Benzylbenzoesiure C,H,—CH,—C,H,—COOH er- 
kannt. 

Diese Saure lést sich in kaltem Wasser nur wenig, besser 
in heiBem, sehr leicht in Alkohol, Ather, Chloroform und 
Benzol. Die heifi gesittigte wafirige Lésung reagiert gegen 
Lakmus schwach sauer, veraindert Kongorot aber nicht. Sie 
ist jedoch immerhin so stark dissoziiert, daf sie nach einigem 
Stehen eine Himoglobinlésung in Methaimoglobin umwandelt, 
Die Alkalisalze sind leicht wasserléslich. Ein Calciumsalz 
wurde in langen glinzenden Nadeln aus alkoholischer Lésung 
auf Zusatz von Calciumchlorid erhaiten. Das Silbersalz fallt 
als weifer flockiger Niederschlag beim Versetzen des Ammonium- 
salzes mit Silbernitratlésung aus; es ist in Wasser fast unlés- 
lich und farbt sich am. Licht langsam dunkel. 
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Von einer Ermittelung der elementaren Zusammensetzung 
wurde abgesehen, da sie kaum eine zuverlissige Unterlage fiir 
die Beurteilung geboten hitte. Denn Benzylbenzoesaure ist 
mit Benzoin isomer und unterscheidet sich von gewissen Ver- 
wandten nur unwesentlich in der elementaren Zusammensetzung. 
Es gelang aber auBer durch den Schmelzpunkt noch ander- 
weitig den Beweis zu erbringen, daf} Benzylbenzoeséure vor- 
lag, und zwar o-Benzylbenzoeséure. Wenn man namlich etwas 
von der fraglichen Substanz mit konz. Schwefelsiure einige 
Stunden im siedenden Wasserbade halt und dann nach dem 
Verdiinnen mit Wasser mit warmem Benzol auszieht, so er- 
hilt man bei 155° schmelzende Nidelchen von Anthranol, die 
sich in der Kalte nur wenig in verdiinnten Alkalien lésen, 
ziemlich gut aber in der Siedehitze unter Gelbfairbung. Die 
alkalische Lisung gibt mit diazotierter Sulfanilsiure einen 
violetten Azofarbstoff. Von den drei bekannten Benzylbenzoe- 
sduren ]48t sich nur die o- Verbindung in Anthranol iiberfiihren. 

Auferhalb des Tierkérpers lassen sich unsere vier Sub- 
stanzen durch einfache Reduktionen bzw. Oxydationen inein- 
ander iiberfiihren. Im Organismus des Kaninchens gehen sie in 
o-Benzylbenzoesiure tiber: 





H, _— ¥ 
v 7 Hy | O 
C,H;—CH, C,H,—CH(OH) <——— C,H,—CH(OH) ---—> C,H, —-CO 
| | | 
C,H,—CO C,H, —CH(OH) C,H,—CO C,H,—CO 
Desoxybenzoin Hydrobenzoin Benzoin Benzil 
tse sl —H; | +H, _ a, 
C,H;—CH, 
C,H,—COOH 


o-Benzylbenzoesiure 


Dabei handelt es sich bei Benzoin nur um eine intra- 
molekulare Atomverschiebung, bei Desoxybenzoin und Hydro- 
benzoin auBerdem um vorherige Oxydation, in ersterem Falle 
unter Sauerstoffaddition, im letzteren um Wegnahme von 
Wasserstoff. Der Ubergang von Benzil in Benzylbenzoesiure 
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stellt sich in seinem Endergebnis als ein Reduktionsvorgang 
dar. Ob nicht bei dem Verhalten der vier verschiedenen 
Typen im Tierkérper insofern ein einheitlicher Prozef vorliegt, 
als das Desoxybenzoin und Hydrobenzoin durch Oxydation, 
das Benzil durch Reduktion zunichst in Benzoin iibergeht 
und dieses dann die Umlagerung erleidet, lift sich in den vor- 
genommenen Untersuchungen nicht entscheiden. Eine andere 
Moglichkeit kann auch darin erblickt werden, daf die héheren 
Oxydationsstufen zunachst durch Reduktion in das verhiltnis- 
miBig gut lésliche Desoxybenzoin und dies dann sekundar 
unter Umlagerung zu: Benzylbenzoesiiure oxydiert wird. Die 
letztere Méglichkeit scheint uns insofern diskutabel, als Hydro- 
benzoin im Reagenzglas durch wasserentziehende Mittel un- 
schwer eine intramolekulare Atomverschiebung erleidet und 
sich in Diphenylacetaldehyd (C,H,;),CH-CHO umwandelt. Frei- 
lich ist diese Atomverschiebung eine andere, denn hier lagern 
sich, genau wie beim Behandeln von Benzil mit Atzkali Benzil 
in Benzilsdéure iibergeht, symmetrisch endstiindige Phenylgruppen 
in asymmetrisch endstiandige um, wihrend in vorliegenden Fallen 
sich eine endstindige Phenylgruppe in eine aliphatische Kette 
einschiebt. Diese Tatsache scheint uns um so interessanter, 
als wir in der chemischen Literatur eine derartige Verschiebung 
von Radikalen bei unserer Kérperklasse durch chemische Ein- 
griffe extra corpus nicht erwiahnt finden. Als zweiten Punkt 
mochten wir noch als erwéhnenswert hervorheben, dai der 
durch die Umlagerung mittelstiindig gewordene Phenylrest den 
Benzylrest und die Carboxylgruppe in Ortho-Stellung zuein- 
ander enthalt, wahrend bei einfachen Oxydationen aromatischer 
Reste der Angriff des Sauerstofis gewéhnlich in Para-Stellung 
zu einem bereits vorhandenen Radikal erfolgt. 

Bringt man in eine wif rige Lésung der o-Benzylbenzoe- 
siure 0,01:100 Kaulquappen, so stellen diese alsbald ihre 
Bewegungen ein und erholen sich nur wieder, wenn man sie 
sofort nach erkennbarer Wirkung in frisches Wasser zuriick- 
setzt. Belift man sie dagegen einige Stunden in der Gift- 
lésung, so tritt eine weifliche Anatzung ein und eine Erholung 
erfolgt nicht mehr. 
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Dafi es sich dabei aber nicht nur um eine Sadurewirkung 
handelt, sondern um eine Wirkung des ganzen Molekiils, labt 
die Tatsache, dafi auch die mit Natriumcarbonat sorgfaltig 
neutralisierte Lésung der Siiure 1:10000 Kaulquappen inner- 
halb einiger Stunden tétet, erkennen. 

Frésche ertragen von der neutralisierten Siure 0,1 g in 
1 ccm in den Lymphsack gespritzt nicht mehr, sie gehen etwa 
innerhalb drei Stunden zu Grunde, ohne daB die Sektion makro- 
skopisch einen Befund bietet. 

Da die o-Benzylbenzoesiure als Natriumsalz in einer 
Konzentration 1:10000 Kaulquappen tétet und auch in Dosen 
von 0,1 g auf Frésche in kurzer Zeit tédlich wirkt, ist sie als 
giftiger anzusehen als ihre Muttersubstanzen, und es wird ver- 
stiindlich, warum der Organismus sie mit Glykuronsiure paart. 

Diese Benzylbenzolglykuronsiure wurde aus dem Harn 
eines Kaninchens, das Desoxybenzoin erhalten hatte, darzu- 
stellen versucht. Der mit Essigsiure stark angesiuerte Harn 
wird mit Bleiacetat ausgefillt, diese Bleifillung verworfen, 
und dann so lange mit basischem Bleiacetat versetzt, als noch 
ein Niederschlag entsteht. Nach dem Abfiltrieren wird dieser 
mit sehr verdiinntem Bleiessig griindlich ausgewaschen und 
in Wasser suspendiert mit Schwefelwasserstoff zerlegt. In 
dem sauer reagierenden Filtrat stumpft man die Siéure mit 
Ammoniak ab und konzentriert auf dem Wasserbade. Der 
sirupése Riickstand wird nach dem Ansiduern mit viel ather- 
haltigem Alkohol aufgenommen und diese Fliissigkeit bis auf 
ein geringes verjagt. Dann iiberlift man im Exsiccator der 
Kristallisation. Man erhalt so selbst nach vieltaégigem Stehen 
eine noch gelblich gefirbte sirupartige Masse, die mit unregel- 
mafig kubischen Kristallen durchsetzt ist, welch letztere an 
der Luft alsbald zerfliefen. 0,964 g der gréften Kristalle 
ergaben zu 25 com Wasser gelést im 200 mm-Rohr bei 20° 
eine Drehung von +3,15°. 

Bringt man Kaulquappen in eine wif rige Lésung von 
1:300 der Benzylbenzoylglykuronsiure, so erscheinen die Tiere 
in den ersten 8 Stunden des Versuchs nicht beeinfluft; lait 
man sie linger in der Lésung, so gehen allerdings einige von 
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ihnen zu Grunde, wohl infolge einer langsamen hydrolytischen 
Zerlegung der gepaarten Saure. 

Immerhin erscheint uns das Ergebnis der Kaulquappen- 
versuche mit Benzylbenzoesiure und Benzylbenzoylglykuron- 
siure eine Bestitigung der Auffassung, daf in dem Vorgang 
der Glykuronpaarung in erster Linie ein Entgiftungsvorgang 
zu erblicken ist. Gewil} mag in manchen Fillen zuniachst eine 
Schaffung anderer Léslichkeitsverhiltnisse in Betracht kommen, 
hier diirfte eine solche aber eine untergeordnete Rolle spielen. 
Denn die Benzylbenzoesiure ist an und fiir sich schon, und 
noch viel mehr in Form ihrer Alkalisalze, wasserléslich und 
somit ,harnfahig‘, aber, u. a. wohl weil noch zu stark disso- 
ziiert, ein Protoplasmagift, und erst durch Glykuronpaarung 
verliert sie diese Kigenschaft. 


Benzilsiadiure. 


Kinem Kaninchen von 850 g wurden 2 g Benzilséure mit 
Natronlauge neutralisiert innerhalb 24 Stunden eingespritzt, 
und der Harn von vier Tagen gesammelt. Séuert man diesen 
mit Mineralsiiure stark an, so fallt ein weifjer Niederschlag 
aus, der glatt in Ather iibergeht. Kristallisiert man den 
Atherriickstand mehrmals aus Benzol und dann aus siedendem 
Wasser um, so restieren weifie Nadeln, die bei 150° schmelzen 
und mit konz. Schwefelséure eine prachtvoll violettstichig rote 
Farbenreaktion geben, also unverinderte Benzilsaéure sind. 
Glykuronséurereaktionen gibt der Harn nach Darreichung dieser 
Substanz nicht, Benzilséiure verlaf{t den Kaninchenkérper un- 
verandert. 

Wenn man im Reagenzglas Desoxybenzoin, Hydrobenzoin, 
Benzoin und Benzil und auch das Dibenzy] einer energischen Oxy- 
dation unterwirft, so erfolgt in allen Fallen einer Aufhebung der 
Bindung in der Mitte des Molekiils unter Ubergang in Benzoe- 
siure. Kin ahnlicher Vorgang wurde auch bei der Passage 
durch den Kaninchenorganismus erwartet. Die Ergebnisse 
der Versuche enttiuschten diese Erwartung. Es wurde stets 
versucht, aus den jeweiligen Harnportionen Benzoesiure aus- 
zuschiitteln und in den Destillaten solche, wenn auch nur 
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spurweise, zu ermitteln, was niemals gelang. Die mittelstin- 
dige aliphatische Gruppe verhalt sich im Organismus also einer 
oxydativen Sprengung gegeniiber viel resistenter als im Reagenz- 
glas. — Kine zweite gewisse Enttaéuschung kann man vielleicht 
darin erblicken, daf} sich unsere Substanzen beim Warmbliiter 
als Narkotika ganz indifferent erwiesen im Gegensatz zu ihrem 
starken narkotischen Effekt bei den Froschlarven, der hicrbei 
den mancher therapeutisch verwerteten weit iibertrifft. Einen 
Hinweis fiir den Grund dieser Tatsache scheinen uns die Ver- 
suche am Kaninchen insofern zu ergeben, als sie eine Um- 
wandlung mit darauffolgender Paarung zeigen. Es mite 
demnach diese Verainderung sofort nach der Resorption ein- 
setzen und sofort quantitativ vor sich gehen, so da keine 
Moglichkeit gegeben wire, daf} unverainderte Substanz durch 
den Kreislauf den nervésen Organen zugefiihrt wiirde. 

































Uber das biochemischo Verhalten von Glykolsiure und Oxal- 
siure, insbesondere gegen isolierte menschliche Organzellen. 
Von 


Ernst Sieburg und Karl Vietense. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Chemie der Universitat 
z". Ros ock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1919.) 





Das Verhiltnis der Glykolsiure zum lebenden Protoplasma 
: erfahrt insofern schon eine gewisse Beleuchtung, als ihr Vor- 
kommen in der Natur zu einem der interessantesten Kapitel 
der Pflanzenphysiologie hinfiihrt, in welchem freilich vieles 
noch hypothetisch ist. Man hat sie in gréferen Mengen aus 
Blattern und unreifen Friichten, wie aus den Blittern des 
wilden Weins, aus unreifen Weintrauben, aus dem Saft des ;a 
Zuckerrohrs isoliert und ist vielfach geneigt, sie als wichtiges 
Zwischenprodukt des Assimilationsprozesses aufzufassen und 
in ihr den wichtigsten Baustein fiir den Aufbau der Pflanzen- 
siuren und weiterer Pflanzenprodukte, vor allem der Kohlen- 
hydrate, zu erblicken. Zu dieser Annahme glaubt man sich 
u. a. deswegen berechtigt, weil die Glykolsiure in einem 
System steht, dessen Glieder sich durch oxydative bzw. reduk- 
tive Prozesse aufs leichteste ineinander iiberfiihren lassen: 


CH,OH CH,OH CHO <——» HCOH -——» HCOOH 
<> | <-> 


| | 
CH,OH CHO CHO Formaldehyd Ameisenséure 
Glykol Glykolaldehyd Glyoxal | 
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Die alte Bayersche Formaldehydhypothese fiir die As- 
similation erfreute sich in der letzten Zeit nicht mehr der 
allgemeinen Zustimmung. Nach Willstitter und Stoll’) 
gibt es zwischen Kohlensaure und Kohlehydrat, wenn man nur 
die einfachsten Méglichkeiten in Betracht zieht, mindestens 
drei Zwischenstufen: 1. Oxalsiiure, 2. Ameisensiiure, 3. Gly- 
oxal und Glykolsiure. Sich fiir die eine oder andere schon 
entscheiden zu wollen, ist noch verfriiht, wenn dies z. B. auch 
schon fiir Oxalsiure*) oder fiir den Aldehyd der Glykolsiure *) 
mehr oder weniger geschehen ist; die Beweise hierfiir stehen 
noch aus. Es hat aber nicht an Versuchen gefehlt, auferhalb 
der Pflanzenzelle unter Bedingungen, die sich denen in der 
Pflanze méglicherweise nahern, sowohl zum Aufbau der Glykol- 
siure selbst und ihrer Verwandten aus noch einfacheren Kom- 
ponenten zu gelangen, als auch aus ihnen komplizierter zu- 
sammengesetzte Stoffe aufzubauen, wie auch von letzteren aus 
wieder zur Glykolsiure zuriickzugelangen, und diese wiederum 
noch weiter zu zerlegen. Wie man im Reagenzglas durch An- 
lagerung von Blauséure von Zuckerarten mit niederem Kohlen- 
stoffgehalt zu solchen mit einer héheren Anzahl von C-Atomen 
gelangen kann, so entsteht unter geeigneten Bedingungen durch 
Einwirkung von Cyankalium auf waiBrigen Formaldehyd Glykol- 
siure*); durch Einwirkung von ultraviolettem Licht allein 
bildet sich neben Ameisensiiure Glykolaldehyd*®). Durch Be- 
lichtung unter Luftabschluf} bei Gegenwart von Kisenchlorid 
liefert Formaldehyd Glyoxal; unter denselben Bedingungen 
entsteht aus Athylalkohol bei Gegenwart von Ferrinitrat 
Formaldehyd, Glyoxal und Glyoxylsaiure*). Beim Schiitteln 
von Glykolsaure in gesittigtem heifien Barytwasser bei Gegen- 





1) R. Willstatter und R. Stoll, Ber. Bd. 50, S. 1777 (1917). 

*) E. Baur, Ber. Bd. 46, 8. 852 (1918). 

8) H. Fincke, Zeitschr. f. Unters. v. Nahrungs- u. Genufm. Bd, 27, 
S. 8 (1913); Biochem. Zeitschr. Bd. 61, 8. 157 (1914). — W. Lib, Biochem, 
Ztschr. Bd. 63, 8. 93 (1914). 

*) H. Franzen, Journ. prakt. Chem. [2] Bd. 86, S, 133 (1912). 

5) R. Pribram und A. Franke, Monatsh. f. Chem. Bd, 33, S. 415 
(1912). 

6) A, Benrath, Journ. prakt. Chem. [2] Bd. 86, 8, 336 (1912). 
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wart von Kupfersulfat erfolgt in einer Sauerstoffatmosphire 
fast viéllige Oxydierung zu Oxalsiure, daneben laft sich nur 
noch eine Spur Ameisensiure nachweisen'). Als Konden- 
sationsprodukte der Glykolsiure kénnen jedoch auch, wenn 
man ihr Calciumsalz langere Zeit hindurch mit der Quarzlampe 
belichtet, Apfelsiure und Zitronensiure auftreten?). Aber 
auch umgekehrt kann reine wabrige Apfelsiiure nach Bestrah- 
lung mit Sonnenlicht oder mit der Quecksilberbogenlampe bei 
Luftdurchleitung neben Kohlensiure, Acetaldehyd, Essigsiure, 
Formaldehyd, Ameisensiure,, Glykolsiure und Oxalsiure lie- 
fern*), unter anderen Umstinden*) Glyoxal und Kohlensidure: 
Weinsiiure gibt Glyoxal, Kohlensiiure und Oxalsiure, wenn 
Ferrinitrit zugegen ist*), bei abgeiinderten Versuchsbedingungen 
tritt statt Kohlensiure und Oxalsiure Formaldehyd und Gly- 
oxylsiure auf®). Wenn man Oxalsiure und Ameisensiiure 
einige Tage unter Einwirkung eines Katalysators — Platin, 
Rhodium — bei 40° belaifit, so werden sie zu Glyoxylsiure 
und Glykolsiiure reduziert. Selbst Pentosen liefern als Abbau- 
produkte Glykolsiure®). Aus 50 g J-Arabinose liefen sich 
durch Oxydation mit Luft in alkalischer Lésung neben anderen 
Produkten 3,7 g Glykolsiure und 15,35 g Ameisensiure als 
‘alciumsalze darstellen, aus 50 g 1-Xylose 5,0 g Glykolsaure 
und 13,2 g Ameisensiure. Wurde statt der Luft Cupri- 
hydroxyd bei einer Temperatur von 100° verwandt, so erhielt 
man aus 100 g 1]-Arabinose 3,0 g Glykolsiure und 1,4 g Oxal- 
siure, aus ]-Xylose 1,7 g Glykolsiure und 0,7 g Oxalsiure. 

Die Glykolsaure selbst 148t sich nun weiter abbauen. Bei 
der Oxydation mittels Wasserstoffsuperoxyd in alkalischer 
Lésung bilden sich Kohlensiure, Ameisensiure und Glyoxyl- 
siure, die letztere geht in alkalischen Medien schon ohne Zu- 


') W. Traube, Ber, Bd. 44, 8. 3141 (1911). 

2) E. Baur, 1. c. 

3) H. A. Spoehr, Biochem. Zeitschr. Bd. 57, 8. 95 (1913). 

*) A. Benrath, Journ. prakt. Chem. [2] Bd. 86, 8. 336 (1912). 

5) A. Benrath, Journ. prakt. Chem. [2] Bd. 96, S. 190 (1918). 

6) J. U. Nef, O. F. Hedenberg, J. W. E. Glattfeld, Journ. 
Americ. Chem, Soc. Bd. 39, S. 1638 (1917). 
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satz von Wasserstoffsuperoxyd in Oxalsiéure iiber, wihrend 
Glykolaldehyd und Glyoxal unter diesen Bedingungen nicht zu 
Glykolsiure und Glyoxylsiure, sondern direkt, ohne inter- 
mediire Bildung von Formaldehyd, zu Ameisensiure oxydiert 
werden '). Bei der Bestrahlung mit Sonnenlicht oder mit der 
Quecksilberbogenlampe liefen sich, wenn Luft durch die 
Glykolsiurelésung geleitet wurde, Formaldehyd und Ameisen- 
siure, aber keine Oxalsiiure nachweisen’). Es ist bekannt, 
daf} Oxalsiure im Lichte rasch in Ameisensiiure und Kohlen- 
siure zerfallt; die Photolyse bei Anwesenheit farbiger Metall- 
salze liefert dagegen im Quecksilberlicht nur Formaldehyd 
und Ameisensiure *). Bei einer viele Monate hindurch dauern- 
den Belichtung hatte sich fast quantitativ Kohlensiiure und 
Formaldehyd gebildet*), bei anderer Versuchsanordnuug wurde 
neben Formaldehyd auch Glykolsiure nachgewiesen’). 

Auch bei Hefegirungen kann die Glykolsiure eine Rolle 
spielen. Gewisse Heferassen bauen Betain zu Glykolsaure 


ab: (CH,), : N- CH,COO + H,O = N(CH,), + CH,OH - COOH; 
DR atial | 





letztere bildet aber nur eine Zwischenstufe bei Abbau des 
Betains; denn bietet man der Hefe als Nghrsubstrat Harn- 
stoff + Glykolsiure, so verschwindet diese beim Wachsen der 
Hefe véllig aus der Lésung®). Durch die Neubergsche 
Carboxylase wird Oxybrenztraubensiure CH,OH - CO - COOH 
zu Kohlensiiire und Glykolaldehyd abgebaut’). Glyoxylsiure 
wird durch besonders priparierte Hefe, wie auch durch deren 
Mazerationssaft zu Kohlensiure und Acetaldehyd vergoren ®). 
— Inwieweit derartige Reaktionen der Glykolséure und ihrer 





1) G. W. Heimrod und P. A. T. Levene, Biochem. Zeitschr. Bd. 24, 
S. 158 (1919), 

*) H. A. Spoehr, 1. c. 

). EZ. Baur, 1. c. 

*) G. Ciamician und P. Silber, Ber. Bd. 47, S. 640 (1914). 

5) A. Benrath, Journ. prakt. Chem. [2] Bd. 96, S. 190 (1918). 

*) F. Ehrlich und F, Lange, Ber Bd. 46, S. 2746 (1913). 

) C. Neuberg und P. Rosenthal, Biochem. Zeitschr. Bd. 61, 
§. 171 (1914). 

*) A. Lebedew, Biochem. Journ. Bd. 12, S. 81 (1918). 
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chemischen Verwandten fiir Vorginge in der Pflanzenzelle, 
insbesondere bei der Assimilation wirklich in Betracht kommen, 
mu einstweilen noch dahingestellt bleiben. 

Fiir die Méglichkeit eines Aufbaus von Kohlenstoff- 
verbindungen auch im tierischen Organismus aus Gliedern 
der Glykolreihe und ihrer verschiedenen Oxydationsstufen liegen 
bisher nur vereinzelte Beobachtungen vor. Aus Glykolaldehyd 
bildet sich bei der Durchstrémung von Hundelebern, aus denen 
durch Phlorrhizinvergiftung das Glykogen ausgeschwemmt ist, 
Zucker’), und bei Durchstrémung von Schildkrétenlebern lieB 
sich nicht nur die Bildung von Glukose, sondern sogar von 
Glykogen aus Glykolaldehyd nachweisen?’). 

Dafi als Abbauprodukte im animalischen Stoffwechsel 
in gleicher Weise Verwandte der Glykolsiéure auftreten kénnen, 
ist kaum mehr zu bezweifeln. Wenn die Nachweismethodik 
einwandfrei ist, tritt bei der Mehrzahl der Schwangeren im 
ersten Drittel der Schwangerschaft und gegen Ende derselben 
Glyoxylsiure im Harn auf*). Besonders studiert hat man 
den Zusammenhang zwischen Uberschwemmung des Organismus 
mit Glukose und einer Oxalurie. Dabei hat man meist auf 
das Auftreten der Vorstufen der Oxalsaure, die uns hier ge- 
rade besonders interessieren, weniger geachtet, sondern sich 
wohl aus klinischen Griinden mit der Feststellung der Oxal- 
ausscheidung begniigt. So ruft langandauerndes Fiittern des 
Hundes mit grofien Mengen Traubenzucker schliefilich das 
Bild der Oxalurie hervor‘). Auch fiir das Kaninchen glaubt 
P. Mayer’) den experimentellen Beweis erbracht zu haben, 
dai aus grofien Mengen Glukose Oxalsaiure entstehen kann. 
Freilich war die Mehrausscheidung von Oxalsiure gegen die 
Norm selbst nach Gaben von 20 g Glukose per os und gleich- 
zeitig von 20 g subcutan nur winzig, sie tiberstieg 3—4 mg 
nicht. Mehr Oxalsiiure — gegen 50—100 mg — fand 

11 H. K. Barrenscheen, Biochem. Zeitschr. Bd. 58, 8. 277 (1913), 

2) J. Parnas und J. Baer, Biochem. Zeitschr. Bd 41, S, 386 (1912), 

8) J. Hofbauer, Diese Zeitschr. Bd. 52, S, 425 (1907) 

‘) H. Baldwin, Journ. of exp. Med. Bd. 5, S. 27 (1900). 

5) P. Mayer, Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 47, 8S. 68 (1902). 
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H. Hildebrandt!) beim Kaninchen infolge unvollstandiger 
Verbrennung des Traubenzuckers. In Verfolgung seiner Theorie 
von der unvollkommenen Oxydation der Glukose fand dann 
P. Mayer auch nach Uberschwemmung des Kérpers mit Kohle- 
hydratsiuren, den nachsten Oxydationsstufen der Hexosen: 
Glukuronsdure und Zuckerséure, die Qxalsdureausfuhr im 
Kaninchenharn um wenige Milligramme vermehrt, wobei auch 
die Leber 15—80 mg Oxalsaure enthielt. 

Es fragt sich nun, wie sich Glykolalkohol, Glykolaldehyd, 
Glykolsiure und Glyoxylsiure bei ihrer Kinfiihrung in den 
Organismus gegeniiber einem etwaigen Ubergang in Oxalsiure 
verhalten. 

Ubereinstimmend wird berichtet, da® nach Zufuhr von 
Glykolalkohol bei Hund und Kaninchen relativ erhebliche 
Mengen von Oxalsaure sur Ausscheidung gelangen. So kommen 
nach den Angaben Pohls?) beim Hunde nach Darreichung von 
4 ccm Glykol per os innerhalb 3 Tagen 135 mg und bei 5 ccm 
180 mg Oxalsiiure mehr als die Norm zur Ausfuhr im Harn. 
P. Mayer’) fand, daf} beim Kaninchen nach Darreichung von 
5 g Glykol die Oxalatausscheidung in den nichsten 48 Stun- 
den allerdings nur um etwa 30 mg vermehrt ist, dai aber 
bei 5 g Glykol subcutan oder 10 g per os daneben noch 
Glykolsiure im Harn auftritt, wahrend Dakin‘) nach 2,5 g 
per os eine Mehrausscheidung von Oxalsiure innerhalb 72 Stun- 
den um 70 mg angibt; Glyoxylsiure konnte neben Oxalsiure 
im Harn nach Glykoldarreichung von anderer Seite) nicht 
nachgewiesen werden. 

Glykolaldehyd scheint insofern glatt zu verbrennen, als 
es nicht gelang, von intermedidren Produkten Glykolsiéure und 
Glyoxylsaure nachzuweisen, auf Oxalsaure wurde nicht gepriift°). 





1) H. Hildebrandt, Diese Zeitschr. Bd. 35, S. 141 (1902). 

*) J. Pohl, Arch. exp. Path. u. Pharm. Bd, 37, S. 413 (1896). 

*) P. Mayer, Diese Zeitschr. Bd. 38, 8. 139 (1903), 

*) H. D. Dakin, Journ. Biol. Chem. Bd. 3, S. 57 (1907). 

5) E. Schloss, Beitrige z. chem. Physiol u. Path. Bd. 8, S, 445 
(1906). 

*) P. Mayer, (I. c.). 








ES i, 
x 3 
Ba 
Ds 
a 
a 
ey 








Uber das biochemische Verhalten von Glykolsaure usw. 913 


Von der Glykolsiure wird einerseits behauptet'), da® sie 
vom Hunde vollkommen verbrennbar ist, dies wird auch fir 
Gaben von 2 g des Calciumsalzes von anderer Seite*) bestiatigt. 
Andererseits wird von letzterer Stelle aber auch angegeben, 
daf beim Hunde nach 2 g der freien Saure innerhalb 24 Stun- 
den eine Mehrausfuhr von 2,5—5 mg Oxalsaure erfolgt. Des 
weiteren ist noch festgestellt*), dai in solchen Fallen die 
Indol-Schwefelséurereaktion auf Glyoxylsiiure im Harn posi- 
tiv ist. 

Fiir die Glyoxylsiure nimmt Pohl eine restlose Verbren- 
nung im Organismus an, ohne daf} von ihr ein Teil unver- 
indert oder zu Oxalsiure oxydiert im Harn erscheint. Zu 
anderen Resultaten kommt Eppinger®’), der an grofe krif- 
tige Hunde 4—7 g des Calciumsalzes der Glyoxylsiure ver- 
fiitterte und in den nachsten drei Tagen darauf ein Ansteigen 
der Oxalsiureausfuhr um taglich etwa 30 mg sah. Daneben 
wurde aber auch noch eine tigliche Mehrausfuhr von 100 bis 
200 mg Allantoin beobachtet, was darauf hindeuten kann, daf 
ein Teil der eingefiihrten Glyoxylsiure dadurch einer Oxy- 
dation entgeht, dai er sich mit Harnstoff zu Allantoin paart. 
Dieser Befund wurde von Adler‘) sowohl hinsichtlich Oxal- 
siiure als auch Allantoin auch fiir das Kaninchen bestitigt; 
denn nach subcutaner Einfiihrung von 0,65 g Glyoxylsdure 
stieg die Oxalsiuremenge im Harn um 150 mg, die Allantoin- 
menge um etwa 100 mg; bei der doppelten Menge von Gly- 
oxylsiure betrug die Qxalsiureausscheidung aber nur 100 mg. 
Daneben wurde aber in allen Fallen der wichtige Sektions- 
befund erhoben, daB die Nieren der Tiere ganz dicht mit 
oxalsaurem Kalk imprigniert waren. Die aus Glyoxylsaure 
intra corpus gebildete Oxalsiure wird also hiernach gar nicht 
quantitativ im Harn ausgeschieden, und die im Harn gefun- 
denen Werte fiir Oxalsiure kénnen auch wohl fir die anderen 


+) J. Pehl, @. ¢). 
®) H. D. Dakin, (1. c). 
*) H. Eppinger, Beitrige z. chem. Physiol. u. Path. Bd. 6, 8, 492 
(1905). 
*) O. Adler, Arch exp. Path. u. Pharm, Bd. 56, S. 207 (1907). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIII. 16 
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Oxalbildner gar nicht als Mafi fiir die wirklich gebildeten 
Mengen betrachtet werden. 

Aber selbst wenn man die in den Organen in Form von 
Calciumoxalat retinierten Mengen von Oxalsiure den im Harn 
ausgeschiedenen hinzurechnet, kommen doch nur Quantititen 
heraus, die in keinem entsprechenden Verhaltnis zu den meist 
ungeheuer grofen Mengen der eingefiihrten Muttersubstanzen 
stehen, oder, von praktisch toxikologischen Gesichtspunkten 
aus gesprochen: die nach Einbringung von mehreren Gramm, 
etwa von Glykolsiure, im Kérper gebildeten und analytisch 
ermittelten Milligramme Oxalsiure diirften es sicherlich nicht 
rechtfertigen, wenn man eine Giftwirkung dieser Substanzen 
lediglich in ihrer Fahigkeit, in Oxalsaure iiberzugehen, er- 
blicken wollte. 

Nun wire es ja moglich, daf} in der Tat viel mehr Oxal- 
siure aus diesen Substanzen gebildet wird, als analytisch sich 
ermitteln JaéBt, d. h. daf} intermediair Oxalsiure auftritt, Wir- 
kungen als Stoffwechselgift entfaltet, und dann verbrannt 
wird. 

Die Entscheidung wire damit auf die viel diskutierte 
Frage zuriickgefiihrt, ob in den Kérper eingefiihrte Oxalsaure 
iiberhaupt, oder bis zu welchem Grade verbrennbar ist. Die 
einen halten sie fiir im Organismus vdllig unangreifbar und 
tun sogar ihre quantitative Wiederausscheidung im Harn dar’); 
nach anderen dagegen wird sie restlos zerstért*), eine dritte 
Ansicht*) geht dahin, dafi die Oxalsgure zwar eine gewisse 


') Z. B. G. Gaglio, Arch. exp. Path. u. Pharm. Bd. 22, 8. 246 
(1887). — M. Abeles, Wien. klin. Wochenschr. 1892 Nr. 19/20. — J. 
Pohl, Arch, exp. Path. u. Pharm. Bd. 37, S. 413 (1896), und Zeitschir. 
exp. Path. u. Ther. Bd. 8, S. 308 (1910). — H. Wiener, Arch. exp. 
Path. u. Pharm. Bd. 42, S. 379 (1899). -- E. S. Faust, Arch. exp. Path. 
u. Pharm. Bd. 44, S. 233 (1900). 

2) W. Authenrieth und H. Barth, Diese Zeitschr. Bd. 35, S. 327 
(1902). 

8) U. a. P. Marfori, Ann. Chim. Farmacol. Bd. 12, S. 250 (1890): 
Bd. 23, S. 183 (1896); Bd. 25, S. 202 (1897). — H. Giunti, ibidem 
Bd. 26, S. 887 (1897). — F. Lommel, Dtsch. Arch. klin. Med. Bd. 63, 
S. 599 (1899). — H. Hildebrandt. Diese Zeitschr, Bd. 35, 8. 141 (1902). 





ro. 7 


ia o£ ff wa fH wens 2 Gd Aa 


iS @& 








w= OE CW Se 





Uber das biochemische Verhalten yon Glykolsiiure usw. 215 


Resistenz dem Gesamtorganismus gegeniiber zeigt, zum gréBeren 
Teil aber verbrannt oder sonstwie umgewandelt wird, so daf 
im Harn im Durchschnitt kaum mehr wie gegen 10°/, der 
eingefiihrten Mengen wiederzufinden sind. Aus diesen zuniachst 
sich zu widersprechen scheinenden Befunden ist so viel zu 
entnehmen, daf} aufier der Tierspezies die Art der Einfiihrung 
der Oxalsdiure, ob oral, subcutan, intravenés, ferner die Art 
der Oxalverbindung, ob freie Saure, oder welche Salzform, und 
vor allem die Menge eine bestimmende Rolle spielt. So fand 
z. B. ein und derselbe Autor (G. Klemperer), dafi kleine 
Mengen von 10 mg oxalsauren Natriums, dem Menschen ein- 
gespritzt, quantitativ im Harn wieder erscheinen, wiihrend 
grofie Mengen des Kalium- oder Calciumsalzes mit mensch- 
lichen Fiices vermischt auch auferhalb des Kérpers bis auf 
10—15°/, zerstért werden. Es erweckt durchaus den An- 
schein, daf} auffer diesen Faktoren beim Verhalten der Oxal- 
siure im Organismus Verhiltnisse in Betracht kommen, die 
sich bisher in ihren Einzelheiten nicht vdllig iibersehen lassen, 
so daf} es einstweilen noch nicht méglich ist, iiber die Frage 
der Verbrennbarkeit der Oxalsiure generell etwas Sicheres 
auszusagen. 

Das Problem des Oxalsiureabbaues im Gesamtstoffwechsel 
gestaltet sich u. a. aus dem Grunde so wenig iibersichtlich, 
als es sicher ist, dafi} mit der Nahrung manchmal mehr oder 
weniger grofe Mengen von Oxalaten eingefiihrt werden und 
zudem verschiedene Beobachtungen darauf hinweisen, dali die 
im Harn normalerweise zur Ausscheidung gelangende Oxal- 
siure als Stoffwechselprodukt im Organismus selbst gebildet 
werden kann. Man hat als Quelle fiir letztere Art aufer an 
die Kohlehydrate besonders an die Purineiweifistoffe gedacht 
und den normalen Oxalsiurestoffwechsel auch mit dem Harn- 
siurestoffwechsel in Beziehungen zu bringen versucht. 

Versuche, welche auf diese komplizierten Verhaltnisse 
einiges Licht werfen, sind vorzugsweise an isolierten Organ- 
zellen angestellt. Sie sollen hier nur insoweit interessieren, 





— G. Klemperer, Internat. Beitr. z. inn. Med. (v. Leyden-Festschrift) 
Bd, 2, 8, 195 (1902). — H. Dakin, Journ. Biol. Chem. Bd. 3, 8. 57 (1907). 
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als sie sich mit dem Abbau der Oxalsiure und mit der Bil- 
dung letzterer aus ihren Vorstufen der Glykolreihe befassen. 
Sie sind insofern besser geeignet zur Aufklirung beizutragen, 
wie Versuche am Gesamtorganismus, als bei letzterem nur 
der Endeffekt des Stoffwechsels festgestellt werden kann. Es 
ist hierbei, wie erwahnt, gar nicht zu sagen, ob die im Harn 
zur Ausscheidung gelangte Oxalsiure wirklich die Gesamt- 
menge der der Oxydation entgangenen darstellt, und ob nicht 
ein grofier Teil sich in Organen abgelagert hat oder durch 
bestimmte Darmabschnitte ausgeschieden wird und im Darm- 
inhalt eine Zerstérung erleidet. Ganz dasselbe gilt von den 
Vorstufen der Oxalsiure, der Glykolreihe mit ihren verschie- 
denen Oxydationsstufen. Bei Versuchen mit isolierten Organ- 
zellen liegt einmal die Méglichkeit vor, iiber den Ort der 
Vorgange etwas zu erfahren, dann aber auch in verschiedenen 
Phasen und durch Variation der Versuchsbedingungen Zwischen- 
produkte zu erfassen. 

Fiir die Oxalsiure und die meisten iibrigen Oxydations- 
stufen der Glykolreihe liegen solche Versuche nur vereinzelt 
vor. Fir die Oxalsaiure wissen wir durch G. Klemperer, 
da frisches menschliches Aderlafiblut sie zu 19—64°/, binnen 
kurzem zu zerstéren vermag; dabei konnte das Serum nur 
héchstens 19°/, zum Verschwinden bringen, so daf} das aktive 
Prinzip, die ,Oxalase*, wohl in den Blutkérperchen zu suchen 
ist. Wenn dabei aber das Blut auch dann noch eine zersetzende 
Wirkung ausiibt, wenn man es in eine siedende Oxalsiure- 
lésug einlaufen lift, so spricht das zum mindesten fiir eine 
grofe Hitzebestindigkeit der hypothetischen Oxalase. 

Das Athylenglykol, das im Gesamtstoffwechsel nach 
allen Untersuchern eine relativ erhebliche Oxalurie hervorruft, 
konnte von P. Mayer durch Digerieren mit Leberbrei von 
Kaninchen nicht in Oxalsiure iibergefiihrt werden. 

Von Glykolaldehyd wurde beziiglich seiner Abbau- 
produkte auch nur festgestellt, dafi es, Leberbrei zugesetzt, 
alsbald verschwindet’). 





‘) J. Smedley, Journ. of Physiol, Bd, 44, 8S. 203 (1912). 
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Recht eingehend und systematisch ist dagegen das Ver- 
halten von Glyoxylsaéure zu Organbrei im Laboratorium 
von F. Hofmeister studiert worden. Versetzt man nach 
Schlo') die isolierten Organzellen’ vom Pferd und Kaninchen 
mit einer Glyoxylsiurelésung 1: 1000 oder 1: 500, so ist bei 
Leber die Substanz in 1—2 Stunden nahezu vollstindig ver- 
schwunden, nach 2'/, Stunden lafit sich gar nichts mehr nach- 
weisen. Der Starke des Zersetzungsvermégens nach folgt 
dann die menschliche Placenta?), die sich reaktionsfahiger 
erweist als Gehirn-, Nieren- und Muskelsubstanz von Tieren. 
Nur noch ganz geringe Wirkung entfalten Lunge und Milz, 
wihrend Blut gar keine Wirkung mehr zeigt. In Erginzung 
dieser Versuche wurde weiter festgestellt*), dafi Rinderleber 
elyoxylsaures Natrium auch noch in einer Verdiinnung 1 : 250 
bei 37° innerhalb 4 Stunden vollstandig zerstért, und dafi da- 
bei Zutritt von Sauerstoff nicht notwendig ist. Bei allen 
diesen Versuchen lief} sich in keinem Fall die Bildung von 
Oxalsiure nachweisen. Durch Erhitzen des Leberbreis auf 
80° wird die Wirkung vdéllig aufgehoben. Bei Versuchen, 
diese ,Glyoxalase* aus dem Lebermazerationssaft zu isolieren, 
wurden zwar noch wirksame Priparate erhalten, sie waren 
aber in ihrer Wirksamkeit 4—8mal geringer als die frische 
Leber. Das Schicksal der Glyoxylsaiure bei derartigen Ver- 
suchen wurde am weitgehendsten durch Haas‘) aufgeklart. 
Kr wiahlte bei seiner Versuchsanordnung die héhere Konzen- 
tration der Giftlésung von 1: 100, von der anzunehmen war, 
dafs sie wahrend der Versuchsdauer von den Lebern von 
Kaninchen, Rind und Schwein nicht viéllig aufgearbeitet wurde. 
Dabei konnte nun wieder weder das niachste Reduktionspro- 
dukt, Glykolsiure, noch das nichste Oxydationsprodukt, Oxal- 
siure, aufgefunden werden. Wohl aber wurde die Bildung 
von Ameisensadure nachgewiesen, und zwar konnte aus 0,8 g 
Glyoxylsiure in 50 g Leberbrei bei Durchleiten von Sauer- 


') E, Schloss, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. Bd. 8, 8. 445 (1906), 
*) M. Savaré, ebenda Bd. 9, S. 141 (1907). 

*) KE. Granstrém, ebenda Bd. 11, S. 214 (1908), 

*) G, Haas, Biochem. Zeitschr. Bd. 46, S, 296 (1913). 
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stoff 23 mg Ameisensiure erfafit werden, das sind unter An- 
nahme, daf} die Hilfte des Glyoxylsiuremolekiils Kohlensiure 
liefert, rund 5°/, der theoretisch méglichen Menge. 

Unsere Versuche mit Glykolsiure und Organbrei wurden 
in der Absicht unternommen, um iiber die Phasen des Abbaus 
einiges zu erfahren und speziell die Umwandlung in Oxalsiiure 
zu studieren. Dabei ergaben sich Parallelversuche mit Oxal- 
siure von selbst, da festgestellt werden mufite, inwieweit 
sich diese Substanz unter denselben Verhaltnissen selbst ver- 
inderte. Einige Male wurden die Versuche dahin modifiziert, 
daf} von Halbstunde zu Halbstunde 10 Minuten lang ein leb- 
hafter Luftstrom durch die Digestionsgemische geleitet wurde, 
um auf diese Weise eine Anderung der Resultate zu erzielen. 
Dies konnte aber, wenigstens in qualitativer Beziehung, nie- 
mals festgestellt werden. 

Aus der Literatur und hier nicht mitzuteilenden eigenen 
Versuchen ging hervor, daf} Oxalsiiure, bzw. deren Natrium- 
salz, sich mittels der iiblichen analytischen Methoden aus 
keinem Organbrei bei einer Reaktionsdauer von linger als 
30 Minuten annihernd quantitativ wiedergewinnen lie. Die 
erhaltenen Zahlen stimmten fiir dasselbe Organ bei anschei- 
nend gleichartig angesetzten Proben manchmal so wenig iiber- 
ein, dafi auf solche quantitativen Ermittelungen der nicht zer- 
stérten Oxalsiiure, weil nur von héchst problematischem Wert, 
verzichtet wurde. Dagegen konnten auf folgende Weise 
brauchbare Vergleichsresultate gewonnen werden. Es wurde 
festgestellt, dali sich oxalsaures Natrium in einer Verdiinnung 
von i: 20000 in einem Organbrei-Kochsalzlésungsgemisch im- 
mer eindeutig nachweisen lief. Simtliche untersuchten .Zell- 
aufschwemmungen, die oxalsaures Natrium im Verhiiltnis 
1: 1000 enthielten, zeigten noch nach 24 Stunden positive 
Oxalsdurereaktion, nur Diinndarmzellen waren imstande, Oxal- 
siure so vollkommen zum Verschwinden zu bringen, daf} sie 
sich dem Nachweis entzog, und zwar war in wiederholten 
Versuchen mit Diinndarmzellen verschiedener Individuen die 
Oxalsiure auch noch in einer Konzentration 1: 500 bei einer 
EKinwirkungszeit von 4 Stunden véllig unnachweisbar gewor- 
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den. Bei héheren Konzentrationen oder kiirzeren Reaktions- 
zeiten waren immer noch mehr oder weniger grofie Mengen 
Oxalat nachweisbar. Dies Abbauvermégen ist nun tatsiachlich 
an die lebenden Zellen gebunden; denn erhitzt man diese bis 
100°, so verlieren sie ihre Fahigkeit, auf Oxalsiure einzu- 
wirken. Uber die Abbauprodukte der Oxalsiure wurde dabei 
nur so viel ermittelt, daf sich unter ihnen keine durch re- 
duktive Prozesse entstandenen, wie Glyoxylsiure, Formal- 
dehyd, befanden; das Nachstliegendste ist ja auch, eine glatte 
Uberfiihrung in Kohlensiure und Wasser anzunehmen. 

Bei den Abbauversuchen der Glykolsiiure durch die ver- 
schiedenen Organzellen ist zuniichst bemerkenswert, daB in 
keinem Falle die Entstehung von Oxalsiiure nachgewiesen werden 
konnte. Nun ist es ja nicht unwahrscheinlich, dafi auch die 
in dem einen oder anderen Gewebebrei gebildete Oxalsiure in 
statu nascendi oder auch nur bei lingerem Kontakt mit den 
Gewebsfermenten sofort weiter verbrannt wird. Da bekannt 
ist, dai Caleciumoxalat zum mindesten duferst schwer, wenn 
tiberhaupt, verbrennbar ist, wurde zu Beginn einzelner Versuche 
den Reaktionsgemischen etwas frisch gefallter kohlensaurer 
Kalk hinzugegeben, um die ev. gebildete Oxalséure sofort als 
Calciumsalz zu binden und weiteren Eingriffen zu entziehen. 
Aber auch auf diese Weise lief sich aus den Calciumsalzen 
niemals Oxalsiure isolieren. 

Dagegen konnte in den Reaktionsgemischen mit Glykol- 
siiure 6fters — bei Placenta und Lunge betrichtlich, bei Magen- 
schleimhaut, Leber, Niere, Milz und Blut weniger ausgeprigt — 
Glyoxylsiure, und bei allen zur Untersuchung gelangten 
Organen, mit Ausnahme des Diinndarms, Formaldehyd nach- 
gewiesen werden. Da letzterer kaum als endgiiltiges Abbau- 
produkt in lebenden Zellen aufgefafit werden kann, so liegt 
es nahe, nach weiteren Derivaten des Formaldehyds zu suchen. 
In der Tat erfiillte denn auch der Versuch, die nichste Oxy- 
dationsstufe, Ameisensadure, zu ermitteln, die Erwartungen. 

Bei Ameisensiiure als Produkt des Stoffwechsels liegt die 
Sache ihnlich wie bei der Oxalsiéure: sie kann als solches 
auftreten, iiber die Gesetzmifigkeiten aber, bis zu welchem 
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Grade sie weiter verbrennbar ist, fehlen uns noch feste Vor- 
stellungen. Als Intermediirkérper im Gesamtstoffwechsel sehen 
wir nach grofien Dosen von Glyoxylsiure immer nur einige 
Milligramme Ameisensiure auftreten und bei der Einwirkung 
von Lebersubstanz allein auf Glyoxylsiure auch nur wenige 
Prozente der theoretisch méglichen Mengen. Daneben ist nun 
sowohl nach Glyoxylsiiure wie auch nach Glykolsiure in Ver- 
suchen am Gesamtorganismus auch das Auftreten von klein- 
sten Mengen von Oxalsiure beobachtet. Es fragt sich, ob sich 
nicht beide, Ameisenséure sowohl wie Oxalsiaure, auf eine ge- 
meinsame intermediire Bildung, wie sie der Formaldehyd dar- 
stellt, zuriickfiihren lassen. Bis vor kurzem war man der 
Ansicht, daf§ sich Aldehyde im Organismus unter Zutritt von 
Sauerstoff zur zugehérigen Siure oxydierten. Heute wissen 
wir, daB diese Umwandlung nach dem Vorgange einer Caniz- 
zaroschen Reaktion verlaufen kann'), indem sich zwei Mole- 
kiile Aldehyd zum Ester kondensieren, der durch Hydrolyse 
dann in Saure und Alkohol weiter zerlegt werden kann, so dat, 
ohne dai Sauerstoff sich an dieser Reaktion direkt beteiligt, 
sich der Prozef} in seinem Endergebnis als gleichzeitige Oxy- 
dation und Reduktion darstellt. Der Formaldehyd wiirde hier- 
nach in Ameisduremethylester iibergehen: 


OH 
. 

a CH = HCOOCH, 
\ 
\ 


nO 


und letzterer wenigstens zum Teil Ameisensiure und Methy]l- 
alkohol liefern. Weiter wire ja auch die Entstehung von 
Oxalséure durch teilweise Oxydation dieser Zweikohlenstoff- 
verbindung méglich: 


HCO COOH 
| —H,O+30=| 
O--CH, COOH 





1) J. Parnas, Biochem. Zeitschr. Bd, 28, 8S. 274 (1910), — F. Ba- 
telli und L. Stern, ebenda Bd. 29, S. 130 (1910). 
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Wenn diese Uberlegung richtig ist, so miifite sich Methylformiat 
unter geeigneten Bedingungen als Oxalsdurebildner erweisen. 
Dies konnten wir in der Tat bei der Durchstrémung einer 
Katzenleber zeigen. 


Wenn wir bei dem Versuch, den Abbau der Glykolsiure 
durch lebendes Gewebe in seinen einzelnen Phasen zu ver- 
folgen, das Auftreten von Glyoxylsiure, Formaldehyd und 
Ameisensiiure beobachten und dabei das von anderer Seite 
festgestellte Auftreten von Oxalsiure beriicksichtigen, so wird 
bei Annahme einer Bildung von Methylformiat als Zwischen- 
produkt das gleichzeitige Auftreten der kleinen Mengen von 
Ameisensaure und Oxalsiiure verstandlich: 


, HCOOH 
HCOH | 
CH,OH 9 COH > wees > (HCOOCH,)n. 
2| > 2 | aaties "\. C00H 
COOH COOH “| 
COOH 


Bei der Frage, ob die auffindbaren Mengen beider Saéuren quan- 
titativ den wirklich entstandenen Mengen entsprechen, wird 
man zunichst iiber ein non liquet noch nicht hinauskommen 
kénnen. Sehr wahrscheinlich ist dies nicht; denn das fiir 
die Zellen der Diinndarmschleimhaut im ausgesprochensten 
Mafie vorhandene Zerstérungsvermégen wenigstens fiir Oxal- 
siure spricht nicht fiir eine soleche Annahme. 


Man hat bei derartigen Abbauversuchen manchmal von 
einer ,Glyoxalase*, ,Oxalase“ und dergl. geredet. Abgesehen 
davon, daf} es sich hierbei in erster Linie vielleicht gar nicht 
um oxydative Vorgiinge handelt, sondern um synthetische 
Prozesse, so erwecken derartige Ausdriicke zu sehr spezifische 
Begriffe. Eine Wirkung solcher spezifischer Fermente ist 
aber durch riichts bewiesen und ihre Annahme erscheint selbst 
auch als Arbeitshypothese entbehrlich. 

Die Tatsache oder die Méglichkeit, dal} Glykolsiure im 
Organismus in Oxalsiure iibergeht, gewissermafen als Indikator 
dafiir aufzufassen, daf sie a priori Giftwirkungen entfalten 
kénnte, scheint uns zu weit zu gehen. Denn wenn neben 
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Substanzen, wie Essigsiiure und Glykokoll, die als Oxalsiure- 
bildner angegeben werden, beispielsweise auch Glykol, das als 
pharmakodynamisch ziemlich indifferent gilt'), in viel erheb- 
licherem Mafe zur Oxalatausscheidung Veranlassung gibt als 
Glykolsiure, so ist nicht anzunehmen, dafi die Eigenschaft, 
innerhalb des Organismus zum geringen Teil in Oxalsiure 
itiberzugehen, eine ev. Giftigkeit solcher Substanzen erklirt. 
Beim Menschen fehlen tibrigens Versuche mit Glykolsiure 
noch vdllig, die vorliegenden sollen als Vorversuche betrachtet 
werden. 


Bei unsern Versuchen kamen menschliche, nicht langer 
als 24 Stunden post mortem entnommene Organe aus dem 
pathologischen Institut znr Verwendung, bei denen kein Krank- 
heitsbefund erhoben war. Die durch Schaben mit dem Messer 
erhaltenen isolierten Zellen wurden durch mehrmaliges Waschen 
mit physiologischer Kochsalzlésung méglichst von Blut befreit, 
dann in Kochsalzlésung suspendiert und zusammen mit der 
Lésung von glykolsaurem bzw. oxalsaurem Natrium unter 
Zusatz von einigen Tropfen Toluol als Antiseptikum bei 35 — 40° 
im Thermostaten gehalten. Es wurden jedesmal 10 ccm Zellen- 
brei in 10 ccm Kochsalzlésung suspendiert und mit 10 ccm 
der betr. Giftlésung, oder ein Vielfaches dieser Mengenver- 
haltnisse angesetzt und immer nach 24 Stunden, auferdem 
in einigen Fallen auch schon friiher zur Untersuchung auf die 
Abbauprodukte gebracht. Zu dem Zwecke filtrierten wir das 
Digestionsgemisch und entfernten aus dem Filtrat das Eiweif 
durch Erhitzen nach Zusatz von etwas Essigsiure. Die Lésungen 
waren dann meist nur sclwach gelblich gefarbt und liefen die 
Farbenreaktionen gut erkennen. Selbstverstandlich setzten 
wir bei jedem Organ gleichzeitig einen blinden Versuch unter 
Fortlassung der Zusitze von Glykolsiure und Oxalsiure an, 
um uns zu tiberzeugen, dafi die enteiweifiten Lésungen der 
Organausziige allein die in Betracht kommenden Reaktionen 
nicht gaben. Ofter wurden auch in einem zweiten blinden Ver- 


*) P. Bachem, Med. Klinik, Bd. 15, 8. 7 (1917), 
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such die Fermente der Organe durch vorheriges kurzes Erhitzen 
der Zellen auf 100° inaktiviert. — Bei den Serien, bei denen 
die Reaktionsgemische einen Zusatz von einer kleinen Messer- 
spitze frisch gefallten und aufgeschlimmten feuchten Calcium- 
carbonats erhalten hatten, siiuerten wir sie nach der Heraus- 
nahme aus dem Thermostaten mit Salzsiiure an, koagulierten 
vor der Filtration die Zellen und das in Lésung gegangene Ei- 
weif} durch vorsichtiges EKrwiirmen, entfernten im Filtrat die 
freie Salzséure durch Zusatz von Natriumacetat und stellten 
dann die Reaktionen an, 

Kine einfache und scharfe Reaktion auf Glykolsiure, mit 
der man noch 0,01 mg nachweisen kann, ist von Denigés*) 
angegeben. Sie beruht auf der Uberfiihrbarkeit der Glykol- 
siiure in Formaldehyd, ist also nur bei Abwesenheit von letz- 
terem brauchbar. Man erhitzt etwa 0,3 cem der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit mit 2 ecem konz. Schwefelsiure, bis 
Blasen aufsteigen, und setzt nach dem Erkalten einige Tropfen 
einer alkoholischen Codeinlésung oder eines anderen Phenols 
oder Phenolithers zu, worauf eine schéne Violettfairbung ein- 
tritt. | 

Zum Formaldehydnachweis ist ein Erwarmen der Lisung 
mit Schwefelsiure iiberfliissig. Man unterschichtet am besten 
mit konz. Schwefelsiure, die etwas Codein enthalt, und beobachtet 
die violette Zone, welche Fiarbung sich beim Umschiitteln der 
ganzen Fliissigkeit mitteilt. 

Kine Glyoxylsiurereaktion ist zum Nachweis des Thrypto- 
phanrestes bzw. eines Indolkerns im Hiweif} gelaufig; sie laft 
sich in reziproker Weise mit einer Kmpfindlichkeit von etwa 
1:20000 fiir Glyoxylsiure selbst benutzen, wenn man dem 
fraglichen Objekt einige Tropfen einer 0,1°/,igen wiabrigen 
Indollésung hinzufiigt und dann mit konz. Schwefelsiure unter- 
schichtet, worauf eine rote bis rotviolette Zone auftritt. 
Kine zweite Reaktion gibt Neuberg’®) an. Man erhitzt 


") G. Denigés, Bull. de la soc, de pharm. de Bordeaux Bd, 49, 
S. 193 (1909), 

2) C. Neuberg, Biochem. Zeitschr. Bd. 23, 8, 148 (1910) und Bd, 24, 
S, 486 (1910), 
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1—2 cem der Lésung mit einer Messerspitze Naphtoresorcin 
und 5 cem konz. Salzsiiure zum Sieden und schiittelt den sich 
bei Gegenwart von Glyoxylsdure bildenden tief dunkelviolett- 
roten Farbstoff mit Ather oder besser noch mit Benzol aus. 

Zum Oxalsiurenachweis diente die Bildung des in Essig- 
siure unléslichen Calciumsalzes: es wurde Oxalsiure als an- 
wesend erachtet, wenn mit einigen Tropfen Calciumchlorid 
eine bleibende Triibung .entstand, die auf Zusatz von Essig- 
siure nicht verschwaud. Hierbei stérte die Gegenwart etwa 
noch vorhandener Glykolséure nicht, denn deren Calciumsalz 
ist in neutralen Medien schon sehr betriachtlich und in Essig- 
siure iuferst leicht léslich. Der Oxalsiiurenachweis gelang 
aus einem durch Hitze inaktivierten Organbrei immer noch 
einwandfrei, wenn dieser einen Oxalsiiurezusatz im Verhiltnis 
1:20000 erhalten hatte. 

Etwas umstindlicher mufite der Ameisensiurenachweis 
gefiihrt werden. Man bedient sich hierzu meist der Reduzier- 
barkeit von Quecksilbersalzen, in der Regel des Sublimats zu 
Calomel. Da in den Reaktionsgemischen an reduzierenden 
Substanzen Glyoxylsiure und Formaldehyd nachgewiesen wurde, 
destillierten wir mittels Wasserdimpfen nach Ansiiuern mit 
Phosphorsiure die Ameisensdiure ab, konzentrierten das 
Destillat nach dem Neutralisieren mit Alkali auf ein sehr 
geringes Volumen und brachten dies mit Quecksilberchlorid 
zur Reaktion. 

Die Glykolsiurestammlésung enthielt 1 Molekil = 76 g 
freie Saéure in 1 Liter physiologischer Kochsalzlésung auf- 
gelést und war mit Natronlauge neutralisiert, so daB 30 ccm 
des Organbreis immer 0,76 g Glykolséiure oder 2,533. .°/, 
davon enthielten. Als Oxalatstammlisung wurde neutrales 
oxalsaures Natrium 1:333, mithin in den Digestionsgemischen 
eine Konzentration 1:1000 benutzt. — Die in den Tabellen 
das Ergebnis der Reaktionen bezeichnenden Zeichen werden 
ohne weiteres verstindlich sein, fehlt ein solches, so bedeutet 
dies, dafi in dem Falle die Anstellung der Reaktion unter- 
blieben ist. 
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Magenschleimhaut. 

Rechiton anf: Glykol- Glyoxyl- Formal- | Ameisen- Oxal- 

siiure siure dehyd siure sdure ; 

Mit Glykolsaure 4+ afk 9 a 

, Oxalsiure — — ~ +44 : 

» phys. NaCl =~ _ 4 
Diinndarmschleimhaut (Duodenum + Jejunum) 4 

a a Glykol- Glyoxyl- Formal- Ameisen- Oxal- i, 

siure siure dehyd siure siure 

Mit Glykolsiure = schwach + _- _ ‘ 
, Oxalsadure _ on wae ia ff | 
» phys. NaCl — — — a 














Modifikationen des Versuchs: : | 


1. Reaktionszeit 5 Stunden; Resultat: Die Glykolsadure- 
lésung gibt stérkere Formaldehydreaktion, auch ist 
Ameisensaure nachweisbar. Die Oxalsiure ist auch 
jetzt véllig aus der Lésung verschwunden. 


2. Reaktionszeit 4 Stunden, Oxalatkonzentration 1:500; 
Ergebnis: Aus der Oxalsiurelésung ist die Oxal- 
siure véllig verschwunden, dagegen ist die Formal- 
dehydreaktion schwach positiv. 


* 
re nme mame mgm 


Sant a gases 


3. Reaktionszeit 1'/, Stunden, Oxalatkonzentration 
1: 500: Formaldehydreaktion ziemlich stark, aber 
auch Oxalsiiure noch nachweisbar. 


4. Wihrend der 4stiindigen Reaktionszeit wird durch 
das Glykolsiure- und Oxalsiurereaktionsgemisch in 
Abstinden von 30 Minuten je 10 Minuten lang ein 
lebhafter Luftstrom geleitet; Resultat: bei Glykol- 
siure sind die Reaktionen auf Formaldehyd und 
Ameisensaure ziemlich stark positiv, aus der Oxal- 
siurelésung ist die Oxalsiure verschwunden und 

Abbauprodukte derselben nicht nachweisbar. 
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5. Versuchsanordnung wie bei 4 mit Zusatz von Cal- 
ciumcarbonat zu beiden Proben. Resultat: Formal- 
dehyd und Ameisensiure ist im Glykolsiuregemisch, 
Oxalsiiure im Oxalatgemisch nachzuweisen. 


Die Versuche mit den Schleimhautzellen des Duodenums 
und Jejunums gesondert angestellt ergaben keine Abweichungen. 


Gesamtergebnis: Diinndarmzellen vermégen Glykolsiure in 
Formaldehyd und Ameisensaéure iiberzufiihren und oxalsaures 
Natrium aus 0,2°/,iger Lésung vollig abzubauen, wobei sich 
in einer bestimmten Phase des Prozesses Formaldehyd nach- 
weisen laBt. 


Dickdarmschleimhaut. 
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_ Glykol- | Glyoxyl- | Formal- | Ameisen- | Oxal- 
peseniaias sdure siure dehyd siure siiure ; 
Mit Glykolséure -- + - - 
, Oxalsaiure — - -- at h. ( 
, phys. NaCl — a - 
Leber. 
Reaktion auf: Ulykel- | Glyoxyl- | Formal- | Ameisen- | Oxal- 
'  siiure siure dehyd siiure siiure 
Nit Glykolsiure -++- |schwach 4- — a a 
, Oxalsaure — —~ _ coe 
. phys. NaCl -- ~ _ a 














Nach 3stiindiger Reaktionszeit, nach Durchleiten von Luft 


und nach Zusatz von Calciumcarbonat ergeben sich dieselben 
Resultate; bei dem Glykolsiuregemisch ist im zweiten Falle 
die Formaldehydreaktion angedeutet. 


Ergebnis: Mit Leberzellen wurde ein teilweiser Ubergang 
von Glykolséure in Glvoxylsiure und Formaldehyd beobachtet; 
fiir Oxalsiure ist das Abbauvermégen dieses Organs jedenfalls 
sehr viel geringer wie beim Diinndarm; Produkte einer un- 
vollkommenen Oxydation liefien sich dabei nicht nachweisen. 
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Blut (frisches AderlaBblut mit Hirudinzusatz). 
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Blutserum. 

Reaktion auf; Clykol- | Glyoxyl- | Formal- | Ameisen- | Oxal- 

' sure siure dehyd siure siure 
Mit Glykolsiure -; + — _ ons 
, Oxalsiure — : =. rs 
» phys. NaCl -— - ‘in ‘edi 














Ergebnis: Da das Gesamtblut aus Glykolsiure Formal- 
dehyd bilden kann, Blutserum sich aber indifferent verhiilt, 
so ist das Abbauvermégen wohl in den geformten Elementen, 
den Blutkérperchen, zu suchen. 




















Lunge. 
Reaktion auf: Olykel- | Glyoxyl- | Formal- | Ameisen- | Oxal- 
'  séure siure dehyd sdiure sdure 
Mit Glykolsiure + 4 4. + ++ nid 
. Oxalsiéure == — schwach + —~ 4. 4. 
. phys. NaCl --- _ een ie; 














Ergebnis: Lungengewebe greift Glykolsiure energisch an; 
es lassen sich drei verschiedene Abbaustufen derselben nach- 


weisen. 


Auch Oxalsiure liefert spurweise Formaldehyd; bei 


einer Wiederholung des Versuchs mit einer Dauer von 6 Stun- 
den bleibt Oxalsiure aber, trotz reichlicher Sauerstoffzufuhr, 
immer noch nachweisbar. 


Quergestreifte Muskulatur. 











Diath eal Glykol- Glyoxyl- | Formal- Ameisen- Oxal- 
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Ergebnis: Bei quergestreifter Muskulatur ist eine Ein- 
wirkung auf Glykolsiure kaum, auf Oxalsiure gar nicht fest- 
zustellen. 


























Milz. 
eee pe a Glykol- Glyoxyl- Formal- Ameisen- Oxal- 
siure siure dehyd siure siure 
Mit Glykolsdure 4 + ne 
» Oxalsaure — _ sai ++ 
» phys, NaCl = — _ oe 
Pankreas., 





en eo Glykol- Glyoxyl- Formal- Ameisen- Oxal- 
siure siure dehyd s&ure iene 





Mit Glykolsadure schwach + b ~ 
, Oxalsiure _— _ _ 4+ 
» phys. NaCl = — _ os 














Ergebnis: Milz und Pankreas bauen Glykolsiure iiber 
Glyoxylsiure und Formaldehyd ab; von Oxalsiure sind hier 
direkte Abbauprodukte nicht nachweisbar. 


GroBhirnrinde, 











Reaktion auf: Gly kol- Glyoxyl- Formal- Ameisen- Oxal- 
— siure dehyd siure siiure 





Mit Glykolsaure ++ —_ + (?) _ i 
, Oxalsiure — one ian en co oe 
» phys. NaCl — -- — oe 














Das Ergebnis ist hier ein ganz ahnliches wie bei der 
quergestreiften Muskulatur, es lift sich bei beiden Saéuren nur 
eine minimale bzw. gar keine Einwirkung feststellen. 











Niere, 
Reaktion auf: Gly kol- Glyoxyl- Formal. Ameisen- Oxal- 
siure siure dehyd saiure siure 
Mit Glykolsaure +- of schwach + ~ 
.» Oxalsi&ure — — ro hf 
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Die Wiederholung des Versuchs bei einer Dauer von 
3 Stunden unter Durchleiten von Luft bei Gegenwart von 
Calciumcarbonat hat bei der Glykolsiure das Ergebnis, dab 
die Reaktion auf Ameisensiure sehr viel intensiver ausfillt. 


Placenta, 





gs, Glykol- | Glyoxyl-.] Formal- | Ameisen- | Oxal- 











siure siure dehyd siure siure 
Mit Glykolsidure +-+- “hind. +4. _ 
, Oxalsiéure — = + aa ae 














, phys. NaCl ~- _— bad 


Dieser Versuch, welcher ein intensives Abbauvermégen 
der Placenta fiir Glykolsiure zeigt, wurde mit 3stiindiger 
Durchliiftung wiederholt, ohne daf das Ergebnis in qualitativer 
Hinsicht sich anderte. Die Oxalsdiure, die unter Formaldehyd- 
bildung angegriffen wird, konnte jedoch hierbei nicht zum 
vélligen Verschwinden gebracht werden. 


Katzenleber und Methylformiat. 


In Ermangelung einer geeigneten menschlichen Leber 
wurde die in situ belassene, vorher blutleer gespiilte Leber 
einer 3,5 kg schweren, durch Entbluten getéteten Katze durch- 
strémt. Als Durchstrémungsfliissigkeit dienten 2 Liter auf 
37° gehaltener, staindig von Luft durchperlter Thyrodelésung 
mit 0,5°/, Methylformiat, die unter 100—150 mm Hg-Druck 
in die Pfortader eingeleitet und nach dem AusflieBen aus der 
Lebervene stindig wieder von neuem durchgeleitet wurde. 
Wahrend der 2'/,stiindigen Dauer des Versuchs mufiten von 
Zeit zu Zeit einige Kubikzentimeter einer frischen, 3°/, Natrium- 
bicarbonat enthaltenden Thyrodelésung zugegeben werden, um 
die gebildete Ameisensiure zu neutralisieren. Leber und Spiil- 
fliissigkeit wurden dann sofort gesondert auf Oxalsiure ver- 
arbeitet. Dabei wurden in der Spiilfliissigkeit 18 mg und in 
der gesamten Leber 51 mg Oxalsiure gefunden. 
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Uber Deuterokeratose, welche aus Horn durch Laugen- 
einwirkung gewonnen ist. 
Von 


Assistent cand. med. Hedwig Langecker. 


(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Prager Universitit.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1919.) 


Die Anregung zu diesen Versuchen gab die in den ersten 
Kriegsjahren gebotene Kriegsseuchenbekaémpfung. H. Liidkes’) 
grundlegende Untersuchungen iiber die Wirkung intravenéser 
Injektionen von Albumosen machten vergleichende Studien mit 
den verschiedensten Eiweifiabbauprodukten wiinschenswert, und 
es schien von Interesse zu sein, auch die Abbauprodukte von 
miéglichst kérperfremden bzw. serumfremden Eiweifisubstanzen 
zu erproben. 

Hier haben insbesondere R. Schmidt?) und seine Schule 
die parenterale Proteinkérpertherapie mit giinstigem Erfolge 
verwendet. 

Bei unseren Darstellungsversuchen gelang es, durch Laugen- 
aufspaltung von Horn eine Substanz, welche die Reaktionen der 
Deuteroalbumosen gab, leicht und in gréfierer Menge zu ge- 
winnen; es sei mir gestattet, iiber die Darstellung und iiber 
die Kigenschaften einer solchen Deuterokeratose zu berichten. 

Zur partiellen Aufspaltung von Horn haben Krukenberg 
und R. Bauer®) gespannten Wasserdampf verwendet, die Spal- 
tung verlief unter Merkaptanbildung und Entwicklung von 





_ ') H. Liidke, Die Behandlung des Abdominaltyphus mit intravendsen 
Injektionen von Albumosen. Miinchn. med, Wochenschr 1915, S. 321. 
2) R. Schmidt, Med. Klinik 1916, Nr. 7; P. Kaznelson, Zeitschr. 
f klin. Medicin. Bd,.83, Heff 3 (1917);.siehe auch E Starkenstein, 
Proteinkérpertherapie und Entziindungshemmung, Miinchn, med.W ochenschr, 
1918, S, 205. atlas 
3) R. Bauer, Diese Zeitschr. Bd. 35, 8. 352 (1902). 
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grofen Mengen von Schwefelwasserstoff. Es wurde eine 
Atmidkeratose, die in Bezug auf ihre Fallbarkeit durch Chlor- 
natrium plus Salzsiure den Deuterokeratosen glich, isoliert. 
Sie enthielt 1,55°/, Schwefel. 

E. Strauf?) hat die Hydrolyse von Ochsenhorn glatter 
durch 6stiindiges schwaches Kochen mit 1—2°/,iger wibriger 
Schwefelsiure durchgefiihrt. Seine Deuterokeratosen enthalten 
etwa 3°/, Schwefel. 

Nach dem Verfahren von E. Straufs habe ich 200 g 
gereinigte Hornspine mit 3 Litern einer 2°/,igen Schwefel- 
siure gekocht. Das Kochen wurde, da nach 6° relativ wenig 
in Lésung gegangen war, 14 Stunden lang fortgesetzt, aber 
auch nach dieser Zeit waren, wie eine Stickstoffbestimmung 
ergab, erst 20°/, des Keratins gelést worden. Der ungeléste 
Riickstand wurde mit erneuter Schwefelsiure der gleichen 
Konzentration gekocht, und dieses Verfahren wurde mehrmals 
wiederholt. Nach 100stiindiger Kochdauer waren noch 30°/, 
des Keratins ungelést geblieben, und der ungeléste Riickstand 
zeigte im mikroskopischen Bilde, daf} die Struktur des Aus- 
gangsmaterials erhalten war. Bei der Verarbeitung des ge- 
lésten Anteils wurde nur relativ wenig Deuterokeratose er- 
halten, als Hauptprodukt war, ebenso wie es Strauf gefunden 
hatte, Heterokeratose vorhanden. 

Da diese beiden Verfahren durchaus nicht befriedigten, 
das erste wegen der reichlichen Bildung von Produktion einer 
weitergehenden Zersetzung, das zweite wegen der geringen 
Ausbeute, wurde hierauf die EKinwirkung von _ verdiinnter 
Natronlauge studiert. 

300 g Hornspine”?) wurden in 3 Litern halbnormaler 
Natronlauge suspendiert und im Brutofen bei 40° durch 14 Tage 
belassen. In dieser Zeit waren die Hornspine vollkommen 
zerfallen, in der Fliissigkeit hatte sich eine kleine Menge eines 
schwarzgrauen Schlamms abgesetzt. Ohne von ihm abzufil- 


') E. StrauB, Studien iiber die Albuminoide. Heidelberg, Winters 
Verlag, 1904, S. 99. 

*) Die Hornspine enthielten 0,66°/o Aschenbestandteile und verloren 
bei 110° getrocknet 9,56°/o ihres Gewichts. 
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trieren, wurde die alkalische Fliissigkeit durch die berechnete 
Salzsiuremenge neutralisiert. 

Es trat dabei eine starke Schwefelwasserstoffentwicklung 
auf, gleichzeitig entstand ein gallertiger Niederschlag, dessen 
Abfiltrieren umstindlich war. Der abfiltrierte gallertige Nieder- 
schlag war eisenhaltig und schwefelreich. Schon wihrend des 
Filtrierens trat, wie der Schwefelwasserstoff sich verfliichtigte, 
ein angenehmer, etwa cumarinartiger Geruch der Fliissig- 
keit auf. 

Das erhaltene, hellgelbe, neutral reagierende Filtrat wurde 
mit Steinsalz iibersattigt, um die Protalbumosen zu fallen. 
Das Filtrat von diesem Niederschlag wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert, wobei ein reichlicher hellgelber 
Niederschlag ausfiel, der als rohe Deuteroalbumose aufgefalt 
wurde. Dieser Niederschlag wurde in heifjem Wasser gelést, 
die Lésung wurde neutralisiert. Dadurch entstand in ihr noch 
ein spirlicher Niederschlag, welcher in Wasser unléslich, in 
1°/,iger Salzsiure wie in 1°/,iger Natronlauge leicht léslich 
war. Die filtrierte klare Lisung ergab bei nochmaligem Fallen 
und Wiederlésen keine anderen HKiweifikérper als solche von 
den Léslichkeitsverhaltnissen einer Deuterokeratose. Die Lé- 
sung wurde nun gegen fliefiendes Wasser chlorfrei dialysiert, 
sie nahm aber dabei etwas Kalk auf. Nach der Dialyse wurde 
eingedampft und der Riickstand wurde gepulvert. 

Eine analoge Aufspaltung von Hornspinen wurde mit 
Normalnatronlauge im Brutofen bei 40° durchgefiihrt. Die 
Dauer der Laugeneinwirkung bis zur Lésung des Keratins be- 
trug in diesem Falle 5 Tage. 

Die Ausbeute bei beiden Darstellungen ergibt sich aus 
der folgenden Zusammenstellung der Stickstoffwerte, ausge- 
driickt in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 

Nach der 14tagigen Einwirkung von halbnormaler Lauge 
wurden 2,4°/, Ammoniakstickstoff, 13,6 °/, Protokeratosenstick- 
stoff, 44,2°/, Deuterokeratosenstickstoff gefunden. Nach der 
Stagigen Einwirkung von Normallauge wurden 2,8°, Am- 
moniakstickstoff, 7,5°/, Protokeratosenstickstoff, 41°/, Deutero- 
keratosenstickstoff gefunden. 
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Betrachtet man vergleichsweise die Einwirkung von Saure 
mit jener von Lauge auf das Keratin, so ergibt sich zweifellos, 
dafi die beiden Prozesse ganz verschiedenartig sind; die Ver- 
mutung ist nicht von der Hand zu weisen, daf die reichlichere 
Bildung von Deuteroalbumose aus Horn von einer Abspaltung 


von Schwefelwasserstoff abhingig ist. 

Die Menge des als Sulfid abgespaltenen Schwefels habe ich in einem 
Falle, in welchem 27 g Hora mit 270 ccm Normallauge durch 5 Tage bei 
40° gelést worden waren, bestimmt. Die auf 500 ccm verdiinnte Lisung 
wurde durch ein trockenes Filter filtriert; 50 cem des Filtrats wurden in 
einen Kolben gebracht, der durch einen dreifach durchbohrten Stépsel ver- 
schlossen war. Durch die eine Bohrung reichte ein Rohr bis zum Boden, 
durch die zweite fiihrte ein Ableitungsrohr fiir den freigemachten Schwefel- 
wasserstoff, in der dritten Bohrung steckte ein mit Salzsaure gefiillter 
Scheidetrichter, Als Vorlage dienten zwei hintereinandergeschaltete U- 
Réhren mit 4/,,-Jodlésung. 

Zuniichst wurde aus dem Apparat die Luft durch reinen Wasserstoff 
verdringt, hierauf wurde durch allmahlichen Salzsiurezusatz der Schwefel- 
wasserstoft freigemacht, schlieBlich durch Erhitzen der Fliissigkeit bis 
zum Sieden im Wasserstoffstrom vollstindig tibergetrieben, 

In zwei solchen Parallelversuchen wurden a) 21,7, b) 20,7 ccm der 
n/,)-Jodlésung verbraucht, entsprechend im Mittel 1,26°/o als Schwefel- 
wasserstoff vorhandenem Schwefel. 

Wird der Schwefelgehalt') des Horns zu 3,2°/o angenommen, so 
wire demnach mehr als ein Drittel des Gesamtschwefels als Schwefel- 
wasserstoff abgespalten worden. Die gefundene Menge stellt einen Minimal- 
wert dar, da wihrend der 5tigigen Behandlung des Horns mit Lauge bei 
40° doch etwas Luftsauerstoff absorbiert werden konnte, aber auch ohne 
diesen Verlust erschien die Menge des gefundenen Sulfids unerwartet 
hoch. Auf die Abspaltung von Schwefel als Alkalisulfid bei der Einwir- 
kung von Laugen weist allerdings Hammarsten (I. c. S. 106) hin. Die 
bekannten maBgebenden Versuche K. A. H. Mirners®) iiber die Schwefel- 
abspaltung aus Horn sind ausschlieSlich mit heiBer Lauge und bei Gegen- 
wart von Bleisalzen ausgefiihrt. 

Zur Orientierung, inwieweit das Cystin selbst bei 40° gegen Lauge 
empfindlich ist, wurden 10 g Cystin mit 130 cem Normallauge durch 
5 Tage bei einer Temperatur von 40° gehalten, hierauf wurde die Lisung 
auf 200 ccm gestellt, aus je 20 ccm dieser Lésung wurde in der oben 
beschriebenen Weise der etwa entstandene Schwefelwasserstoff durch Jod- 
lésung absorbiert. Verbraucht wurden a) 3,0, b) 3,2 ccm 2/,,-Jodlésung 





‘) Hammarsten, Lehrbuch, 8. Aufl., 8S. 105. 
*) K. A. H. Mirner, Diese Zeitschr, Bd: 34, 8. 207 (1901). 
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entsprechend a) 0,0048, b) 0,0051 g Schwefel, also sind aus etwa 2°/, des 
Gesamtschwefels vom Cystin als Sulfid abgespalten worden. 

Bei diesen Versuchen dringte sich die Vermutung auf, ob nicht viel- 
leicht in linger gelagerten Hornpriparaten sich gréBere Mengen von freiem 
Schwefel vorfiinden, da bei Keratinen, welche im geschlossenen Gefili 
nicht vollkommen trocken aufbewahrt werden, gelegentlich ein Geruch 
nach Schwefelwasserstoff beobachtet wurde. Diese Vermutung bestitigte 
sich bei dem uns vorliegenden Hornmaterial nicht. 11,045 g gut getrock- 
nete, feine Hornspine wurden mit frisch destilliertem Schwefelkohlenstoff 
anhaltend extrahiert, sie gaben einen minimalen Riickstand, der nur 
0,0007 g (0,006°/,) Schwefel enthielt, 


Die erhaltenen Deuterokeratosen stellen hellgelbe, wenig 
hygroskopische Pulver dar, sie haben keinen auffallenden Ge- 
schmack. 

Die mit Halbnormallauge hergestellte Deuterokeratose 
enthielt 12,79°/, Stickstoff, 1,98°/, Schwefel. Die mit Normal- 
lauge hergestellte Deuterokeratose enthielt 12,36°/, Stickstoff, 
1,96°/, Schwefel. 

Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl vorge- 
nommen, die Zersetzung erfolgte bei allen Stickstoffbestim- 
mungen in dieser Studie mit Schwefelséure, welcher 0,5 g 
kristallisiertes Kupfervitriol und 2,5 g Kaliumsulfat zugeftigt 
waren. 

Die Schwefelbestimmungen wurden nach der Methode von 
Denis’) durchgefiihrt, bei welcher die Oxydation unter Ver- 
wendung einer Lésung von Kupfernitrat, Ammonnitrat und 
Chlornatrium erfolgt. 

Stickstoffbestimmungen: 0,3200 g bzw. 0,2965 g Keratose durch 
Halbnormallauge brauchten 29,8 ccin bzw. 27,0 ccm 0/,,-Siéiure. 0,2771 g 
bzw. 0.3088 g Keratose durch Normallauge brauchten 24,4 cem bzw. 27,3 ccm 
Dj -Sdure, 

Schwefelbestimmungen: 0,2102 g bzw. 0,1982 g der mit Halb- 
normallauge erhaltenen Deuterokeratose wurden in wenig Lauge gelist 
mit 10 ccm einer Lésung, welche in 100 ccm 25 g kristallisiertes Kupfer- 
nitrat, 10 g Ammoniumnitrat, 25 g Chlornatrium enthialt, versetzt und zur 
Trockne gebracht, bei gesteigerter Hitze schlieBlich 10 Minuten zur Rot- 
glut erhitzt. Der Riickstand wurde in Salzsiéure gelést, mit Wasser ent- 
sprechend verdiinnt, und die Schwefelsiure wurde mit Chlorbaryum in 
der iiblichen Weise gefallt. Die Reagentien der Denisschen Mischung 


1) W. Denis, Journ. of biol. Chem. VITi, 401 (1910). 
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Uber Deuterokeratose usw. 35 
waren durch Umkristallisieren sulfatfrei erhalten worden. Beim Veraschen 
und Gliihen hatte ich anfangs einige Miferfolge durch die Verwendung 
von zu grofen und starkwandigen Porzellanschalen. Erhalten wurde an 
Baryumsulfat: 0,0306 g bzw. 0,0285 g entsprechend 1,998°/, baw. 1,974°/, 
Schwefel. 

0,20384 g bzw. 0,1943 g der mit Normallauge erhaltenen Deutero- 
keratose gaben nach obiger Methode 0,0292 g bzw. 0,0277 g Baryumsulfat 


km o/ 


entsprechend 1,971°/, bzw. 1,957°/, Schwefel. 

Beide Deuterokeratosen waren optisch aktiv, und zwar 
linksdrehend. 

Eine 2,05°/,ige Lésung der mit Halbnormallauge dar- 
gestellten Deuterokeratose gab im Zweidezimeterrohr bei 


ca. 15° C, a = — 1,42°, [a]p = — 34,7°, eine 2,03°/,ige Lé- 
sung der mit Normallauge dargestellten Deuterokeratose, analog 
gepriift, gab « = —1,58°, [a|]p = —39°. Die Lésungen 


reagierten neutral. Bei einem anderen Priparat von Deutero- 
keratose, welche durch Normallauge erhalten war, wurde 
[a] = —35,2° gefunden. 

Zur Orientierung wurde die optische Aktivitaét einer 
Deuterokeratose, welche aus den gleichen Hornspinen durch 
48stiindiges Kochen am Riickfiufkiihler mit 2°/,iger Schwefel- 
siure gewonnen worden war, bestimmt. Eine 0,415°/, ige 
Lésung derselben gab im Zweidezimeterrohr bei ca. 15° C. 
den Drehungswinkel « = — 0,436°, woraus sich [a]p zu — 50,9° 
ergibt. 

Nach den grundlegenden Untersuchungen von A. Kossel?) 
und F. Weif iiber die Alkalieinwirkung auf Proteinstoffe 
hatten wir eine gréBere Differenz in den gefundenen Werten 
vermutet. Diese beiden Autoren haben z. B. bei einer im 
Brutofen durch 14 Tage mit "/,-Natronlauge digerierten Leim- 
lésung eine Abnahme der optischen Aktivitit auf etwa ein 
Zehntel des urspriinglichen Wertes gefunden und haben bei 
verschiedenem Untersuchungsmaterial sowohl eine partielle 
Racemisierung wie Desamidierung (durch Argininspaltung) 
nachgewiesen. Ob in unserem Falle die gréfere Resistenz 
der untersuchten Keratosen auf eine gegen Umlagerungen be- 


') A. Kossel und F. Weif, Diese Zeitschr, Bd. 59, S, 492 (1909); 
Bd, 60, S. 811 (1909); Bd. 68, S. 165 (1910). 
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sonders resistente ,intraproteine“ Bindung der Aminosiduren 
zuriickzufiihren ist, mufi spiteren Untersuchungen vorbehalten 
bleiben. 


Cystin, welches durch 5 Tage mit Normallauge auf 40° erwarmt 
war, zeigte nach der Ausfallung, bei welcher 80°/, des verwendeten Cystins 
wiedergewonnen wurden, in Normalsalzsiure gelést eine Linksdrehung 
{a]p = —158°, 

Zur niheren Charakterisierung der Alkalikeratosen wurde 
die Stickstoffverteilung in denselben nach der Methode von 
van Slyke’) unter genauer Einhaltung aller von diesem Autor 
angegebenen Details ermittelt, wenn es nicht ausdriicklich 
anders bemerkt ist. 

12 g der mit Halbnormallauge dargestellten Deutero- 
keratose wurden mit 120 ccm einer 20°/,igen Salzsiure am 
Riickflufkiihler gekocht. Die Verbindung des Kiihlers mit 
dem Kolben bestand aus einem gut passenden Glasschliff. Das 
Ende der Hydrolyse wurde dadurch ermittelt, dafi jeweils nach 
mehreren Stunden der Aminostickstoff in je 1 ccm bestimmt 
wurde. Das Kochen wurde bis zur Konstanz dieses Wertes 
fortgesetzt. Diese Konstanz war nach 35 Stunden erreicht. 

Hierauf wurde die Salzsiure im Vakuum bei 40° und 
bei 15 mm Quecksilberdruck weitgehend entfernt, sodann wurde 
der Riickstand mit destilliertem Wasser auf 300 ccm verdiinnt. 
In je 5 ccm dieser Fliissigkeit wurde der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. Es wurden verbraucht a) 17,9 ccm, 
b) 18,1 cem ®/,,-Saiure, entsprechend 0,02522 g Stickstoff. 

Dieser Wert mal 60 = 1,5132 (g N) wurde = 100 gesetzt. 

100 ccm derselben Fliissigkeit wurden zur Bestimmung 
von Ammoniak in einen Claisenschen Destillationskolben ge- 
bracht. Nach Zusatz von Athylalkohol zur Verminderung des 
Schéaumens wurde entsprechend der van Slykeschen Ver- 
suchsanordnung mit Kalkmilch bis zur stark alkalischen Reak- 
tion versetzt, in einem verdiinnten Luftstrom, bei einem Queck- 
silberdruck von etwa 30 mm und bei einer Temperatur von 
40° wurde das Ammoniak abdestilliert. Als Vorlage diente 


i: Donald D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. X, 14 (1911); 
XII, 275 (1912). Berl. Ber. Bd. 44, S. 1688 (1911). 
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ein Literkolben, welcher mit "/,,-Schwefelsiure beschickt war, 
aufierdem war vor die Pumpe noch ein Sicherheitskolben mit 
der gleichen Séure vorgelegt. Das abdestillierte Ammoniak 
verbrauchte 8,2 ccm "/,,-Saéure, entsprechend 0,01149 g N, 
fiir die Gesamtfliissigkeit 0,0345 g Stickstoff. 

Hierauf wurde vom Kalk, welcher durch die gefillten 
Melanine dunkelgefarbt war, abfiltriert, der Niederschlag wurde 
chlorfrei gewaschen. Leider mifilang die Bestimmung des 
Melaninstickstoffs jedesmal, vielleicht deshalb, da ich nur derbe 
Filtrierpapiersorten zur Verfiigung hatte. Daher wurde noch- 
mals eine Stickstoffbestimmung im melaninfreien Filtrat vom 
Kalkniederschlag ausgefiihrt. Dieses Filtrat wurde genau neu- 
tralisiert, im Vakuum eingeengt und dann auf 100 ccm gestellt. 
5 ecem davon brauchten bei der Stickstoffbestimmung 16,9 ccm 
n/,9-saure entsprechend 0,02368 g N; bezogen auf die Gesamt- 
fliissigkeit waren 1,4206 g Stickstoff vorhanden. Die Menge 
des Melanin-(Humin-)stickstoffs betragt demnach 0,0581 g. 

Die letzterhaltene Fliissigkeit wurde in dem in der zweiten 
zitierten Arbeit van Slykes (Journ. biol. Chem. XII, 278) 
beschriebenen modifizierten Apparat?) auf Aminostickstoff ge- 
priift. 5 ccm der Fliissigkeit gaben v = 31 ccm, b = 739 mm, 
t = 20,0°, daher wurden gefunden 0,01723 g, bezogen auf die 
Gesamtfliissigkeit 1,0338 g Aminostickstoff. 

70 g der gleichen Fliissigkeit wurden hierauf mit Phosphor- 
wolframsaure gefallt, indem 62 ccm einer Lésung, welche 20°/, 
Phosphorwolframsiure und 3,5°/, Chlorwasserstoff enthielt, zu- 
gefiigt wurden, sodann wurde mit destilliertem Wasser auf 
200 ccm verdiinnt, bis zur Lésung des Niederschlags auf dem 
Wasserbade erwéirmt und abkiihlen gelassen. Nach 48 Stun- 
den wurde vom kristallinischen Niederschlag auf einem ge- 
harteten Filter abfiltriert, der méglichst abgesaugte Nieder- 
schlag wurde mit einer Lésung, die 2,5°/, Phosphorwolfram- 
siure und 3,5°/, Salzsiiure enthielt, gewaschen, indem er mit 
einer geringen Menge dieser Lésung auf dem Filter sorgsam 
verriihrt und dann abgesaugt wurde. Dieses Waschverfahren 
wurde wiederholt, bis 1 ccm der Waschfliissigkeit mit einer 


*) Von R. Goetze in Leipzig bezogen. 
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Lésung von Oxalsiure in 3°/,iger Natronlauge auch nach 
mehreren Minuten keine Triibung gab. 


Der gewaschene Niederschlag, welcher die Basen und 
einen Teil des Cystins') enthalten soll, wurde vom Filter teils 
mechanisch, teils durch Auflésen in einem méglichst geringen 
Uberschu8 von Natronlauge entfernt, unter gutem Verriihren 
mit Lauge versetzt bis zur dauernden Rotfirbung von Phenol- 
phthalein, die Lésung wurde auf 800 cem verdiinnt, mit Chlor- 
baryum unter Vermeidung eines groBen Uberschusses des 
letzteren und mit einigen Tropfen Lauge gefillt. Der ent- 
standene Niederschlag wurde durch dasselbe gehirtete Filter, 
welches vordem verwendet worden war, filtriert, abgesaugt 
und gewaschen, bis das Waschwasser chlorfrei war. Die Lé- 
sung wurde im Vakuum auf 50 ccm eingeengt, abermals 
filtriert, das Filtrat wurde auf 100 ecm gestellt. 


10 ccm dieser Lésung enthielten 0,01058 g Stickstoff 
(beim Kjeldahl verbrauchten sie 7,55 ccm %/,,-Siure); be- 
rechnet auf die Gesamtmenge waren 0,4535 g Stickstoff vor- 
handen. 25 ccm dieser Lésung wurden zur Argininbestimmung 
mit 12,5 g Kaliumcarbonat und einem Stiick porésen Porzellans 
durch 6 Stunden in dem von van Slyke angegebenen Apparate 
(1. ec. X, 26), in welchem beide Verbindungen durch gute Glas- 
schliffe hergestellt waren, gekocht. Dabei sollen 50°/, des 
Argininstickstoffs abgegeben werden. Doppelbestimmungen er- 
gaben mir aber so verschiedene Werte, daf} von ihrer Mit- 
teilung abgesehen wird. Die Ursache dieser Differenzen auf- 
zukliren gelang mir nicht; méglicherweise sind sie auf die 
partielle Racemisierung oder auf andere Umlagerungen des 
nach den Untersuchungen von A. Kossel und F. Weif} gegen 
Alkalien besonders empfindlichen Arginins zuriickzufihren. 

Als Aminostickstoff der Basen wurden in 10 cem obiger 
Lésung bei '/, stiindiger Versuchsdauer gefunden: v = 9,2 ccm, 
b = 739 mm, t = 15,5°, entsprechend 0,00522 g N, fiir die 
Gesamtmenge: 0,2238 g Stickstoff. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframsiurefallung, das die 


') Vgl. Berl. Ber. Bd. 44, S, 1691 (1911). 
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Monaminosauren (und den gelésten Basenanteil) enthalt, wurde 
nach genauer Neutralisation im Vakuum eingeengt, dann auf 
200 ccm gestellt. 10 ccm davon enthielten 0,0109 g Stick- 
stoff (fiir Kjeldahl verbraucht 7,8 cem %/,,-Saiure); daher in 
der Gesamtmenge enthalten 0,9367 g Stickstoff. 

DieAminostickstoffbestimmung ergabin 10 ccm: v=15,1 ccm, 
b = 739 mm, t = 18,5°, demnach 0,00845 g Stickstoff, woraus 
sich fiir die Gesamtmenge 0,7246 g Stickstoff ergibt. 

Als Cystinstickstoffwert wurde die Stickstoffmenge ange- 
nommen, welche sich aus der Gesamtschwefelbestimmung berech- 
net, unter der Annahme, dafi alle labileren Schwefelverbin- 
dungen durch die Laugenbebandlung abgespalten worden wiren. 

Die Differenz zwischen der direkten Bestimmung des 
Gesamtstickstoffs und der Summe der Einzelbestimmungen be- 
trigt etwa 2°/,, zwischen der direkten Aminostickstoffbestim- 
mung und den Einzelbestimmungen betrigt die Differenz 8,3°/,. 
Bei gréferer Erfahrung wird sich voraussichtlich eine gréfere 
Genauigkeit erzielen lassen. Auf die Trennung der Basen- 
fraktion wurde gegenwirtig verzichtet. 

Die Untersuchung der mit Normalnatronlauge hergestellten Deutero- 
keratose wurde in ganz analoger Weise durchgefiihrt. 

12 g Keratose wurden mit 120 ccm einer 20°/,igen Salzsiure am 
Riickflubkiihler bis zur Konstanz des Aminostickstoffs, die gleichfalls in 
35 Stunden erreicht war, gekocht. Nach Entfernung der Salzsdéure wurde 
auf 300 ccm gestellt, 5 cem der Lisung gaben nach Kjeldahl einen 
Verbrauch von a) 17,8, b) 17,6 ccm 0/,,-Siure, entsprechend 0,0248 g Stick- 
stoff; in der Gesamtmenge 1,4879 g Stickstoff. 

90 ccm verbrauchten fiir Ammoniakstickstoff 8,71 ccm 1/,,-Siure, 
entsprechend 0,0407 ¢ Ammoniakstickstoff in der Gesamtmenge. Das 
Filtrat vom Melaninstickstoff wurde auf 200 ccm gestellt, 10 ccm davon 
verbrauchten fiir Kjeldahl 15,1 ccm /,,-Saéure, entsprechend 0,02115 g 
Stickstoff; in der Gesamtmenge: 1,4103 g Stickstoff. Daher Melaninstick- 
stoff = 0,0369 g. 

Zur Basenfillung wurden 150 ccm des Filtrats vom Melaninstickstoff- 
kalk verwendet. Die Lisung det Basenfillung wurde auf 100 ccm gestellt, 
20 ccm davon verbrauchten fiir Kjeldahl] 14,1 ccm n’,,-Siiure, entspre- 
chend 0,01975 g Stickstoff; in der Gesamtmenge: 0,4390 g Stickstoff. 

Der Basenaminostickstoff in 10 ccm obiger Lisung gab v = 7,1 ccm, 


b = 739 ccm, t = 21°, demnach 0,00393 g N, fiir die Gesamtmenge 0,1744 g 
Stickstoff, 
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Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung, auf 200 ccm gestellt, 
gab in 10 cem nach Kjeldahl einen Verbiauch von 7,48 ccm 2/,,-Saure, 
entsprechend 0,01048 g Stickstoff, in weiteren 10 ccm 0,00843 g Amino- 
stickstoff (v = 15,3 ccm, b = 731,5 mm, t = 19,5°); demnach fiir die Ge- 
samtmenge: 0,9316 g Stickstoff, davon 0,7498 g Aminostickstoff. 

Die Argininbestimmung gab bei zwei Versuchen ganz differente Werte. 


Wegen der Léslichkeit der Phosphorwolframate und wegen 
der Mitfillung von Cystin mit der Basenfraktion bediirfen die 
gefundenen Stickstoffwerte einer Korrektur, deren GréBe wohl 
noch nicht endgiiltig feststeht. Nach den Erfahrungen van 
Slykes (Berl. Ber. Bd. 44, S. 1691) waren 50°/, de Cystin- 
stickstoffs vom Basenaminostickstoff abzuziehen, 0,0052 g (ent- 
sprechend der Léslichkeit) zuzuzihlen, fiir den Basen-Nicht- 
aminostickstoff 0,0049 g zuzuzihlen. Letztere beiden Werte 
waren wieder von den fiir die Monaminosiuren erhaltenen 
Stickstoffwerte abzuziehen und vom Aminostickstoff der Amino- 
siuren tiberdies 50°/, des Cystinstickstoffs. Die unkorrigierten 
und die korrigierten Werte sind in folgender Tabelle zusam- 
mengestellt. 








Stickstoffwerte der Deuterokeratosen, dargestellt mit 














Halbnormallauge | Normallauge 
| Stiekstof- | | Stickstoff- 
Gramme | Gramme | 
prozente | prozente 
Gesamt-N 1,5132 100 14879; 100 
Ammoniak-N 0,0345 | 2,280 0,0407 | 2,735 
Humin-N 0,0581 | 3,840 0,0369 | 2,480 
Cystin *)-N 0,1024 | 6,765 | 0,1081 | 6,930 
| | 
. 0,2288 | 14,790 0,1744 | 11,721 
Ph hor- A -N ’ ’ ’ ’ 
hac a korr. 0,1778 | korr. 11,750) korr. 0,1280 | korr, 8,603, 
sities Nicht- 0,2295 15,166 0,2646 | 17,784 
. ~ amino-N | korr, 0,2344 | korr, 15,490 || korr, 0,2695 | korr. 18,118 
| bien 0,7246 | 47,886 0,7493 | 50,360 
Monamino- korr. 0,6682 | korr, 44,158 | korr. 0,6926 | korr. 46,549 
siuren _Nicht- 0,2121 | 14,016 0,1823 | 12,252 
amino-N | korr. 0,2072 | korr. 13,693 || korr.0,1774 | korr. 11,9238 
gefunden 97,98°/, gefunden 97,33°/, 














| 4) Berechnet aus dem Schwefelgehalt der Keratosen. Fir die durch 
n/,,-Lauge hergestellte Keratose berechnet sich der Cystinstickstoff zu 
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Uber die Verdauung von Keratosen durch Pepsin und 
durch Trypsin hat R. Bauer’) mitgeteilt, das eine deutliche, 
wenn auch sehr langsame Verdauung derselben durch beide 
Enzyme zu beobachten war. 

Ks schien mir von Interesse zu sein, zu priifen, ob die 
von mir dargestellten Keratosen, deren hoher Gehalt an Mon- 
aminosduren auffallt, der Einwirkung von Verdauungsenzymen 
einen gleichen Widerstand entgegensetzen; auch die unter 
schonenden Versuchsbedingungen erfolgte, reichliche Abspaltung 
von Sulfid lief} solehe Versuche nicht von vornherein aus- 
sichtslos erscheinen, unter der Vorstellung, daf} der Cystin- 
schwefel in seiner Briickenbindung (—S—-S—) die Einwirkung 
von Enzymen erschweren mége. 

Es hat sich jedoch herausgestellt, dafi die Resistenz der 
vorliegenden Deuterokeratosen gegen eiweiliverdauende Fer- 
mente eine recht grofe ist. 

Die Versuche wurden nach der Methode von Sérensen’) 
(Titration nach Formolzusatz) ausgefiihrt, in sterilen Gefafen, 
iiberdies unter Zusatz von einigen Tropfen Toluol. 

Die Zahlenangaben fiir Stickstoff bedeuten Prozente des 
Gesamtstickstoffs. 

Pepsin und Papayotin gaben keine Zunahme des formol- 
titrierbaren Stickstoffs. 

Trypsin gab bei einem Anfangswert von 12,4°/, an for- 
moltitrierbarem Stickstoff nach 17" eine Zunahme desselben 
um 0,6°/,, nach 30" um 2,1°/,, nach 572 um 3,5°/,, nach 
715 um 4,8°/,. 

Erepsin gab bei einem Anfangswert von 11°/, an formol- 
titrierbarem Stickstoff nach 95 eine Zunahme desselben um 
1,4°/,, nach 234 um 3,5°/,, nach 374 um 4,2°/,, nach 641 
um 5,5 °/,. 





0,865°/,, bezogen auf 100°/, Stickstoff zu 6,765, fiir die durch Normal- 
lauge hergestellte Keratose zu 0,857°/,, bezogen auf 100°/, Stickstoff 
zu 6,930. 

1) R. Bauer, Diese Zeitschr. Bd. 35, 8. 354 (1902). 

*) §. P. L. Sérensen, Bioch. Zeitschr. Bd. 7, 8. 45 (1907); V. Hen- 
riques und J. K. Gjaldbaeck, Diese Zeitschr, Bd. 75, S, 363 (1911). 
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